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Uber niedere Phycomyceten aus Salzbéden 
und ihr Verhalten in Salzlosungen* 


Von 
ERHARD SCHOLZ 


Mit 6 Textabbildungen 


(Hingegangen am 2. Februar 1958) 


Bei den Géttinger Untersuchungen iiber die Verbreitung niederer 
Erdphycomyceten (SOrcEL 1942; Harper 1948, 1954; Remy 1950; 
ReEmpoutpt 1951; GAERTNER 1955; HarpER u. UEBELMESSER 1955, 
1957; UEBELMESSER 1956) lagen Erdproben vom Aquator bis zum Polar- 
kreis vor. Dabei wurden bereits einige Standorte mit relativ hohem Salz- 
gehalt untersucht; so hat GAERTNER (1954a) in salzreichen afrikanischen 
Béden Chytridineen gefunden, die sich noch in Losungen von relativ 
hohem Salzgehalt vermehrten (GAERTNER 1954c), und HARDER u. 
UEBELMESSER (1955) haben von der Meereskiiste zahlreiche Arten 
isoliert, von denen manche ausgepragtere Beziehungen zum Salzgehalt 
zeigten als andere; ihre Anschauungen decken sich in groBen Ziigen mit 
denen von Héunk (1939, 1952—1956), der seit Jahren Untersuchungen 
iiber Kiisten- und Meeresphycomyceten durchgefiihrt hat. 

Systematische Untersuchungen, zu denen auBer der Kiiste vor allem 
auch Binnenlandstandorte mit verschieden hohem Salzgehalt und ver- 
schiedener chemischer Zusammensetzung der Salze herangezogen wurden, 
sind fiir niedere Bodenphycomyceten aber noch nicht gemacht worden. 
{Uber sie soll nachstehend berichtet werden. Mit den Untersuchungen 
wurde 1954 begonnen. Es wurden sowohl Artenlisten aufgestellt wie auch 
die Salzresistenz der isolierten Arten ermittelt. 


I. Methodik 


1. Kédern der Pilze: Die Erdproben, die sich in Aluminiumdosen befanden, 
wurden in einem Kiihlraum bei etwa + 1° C aufbewahrt. Zum Herausfangen der 
Pilze (Couch 1939; Remy 1950; Gamrtner 1954a) wurden etwa 3 cm? Erde in 
sterilen Petrischalen mit etwa 30 cm? Quellwasser aufgeschwemmt. Das Wasser 
stammte aus der Weender Quelle in der Nahe Gottingens und ist schon bei friiheren 


* Teilergebnis der gleichlautenden Dissertation der Mathematisch-Naturwissen- 
schaftlichen Fakultaét der Universitat Gottingen 1957. 
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Phycomycetenuntersuchungen mit Erfolg verwendet worden’. Als Kéder diente vor 
allem Pollen von Pinus-Arten (Zopr 1887; Coucn 1939; Remy 1950), der bei 105° 
trocken sterilisiert worden war?. Viele Chytridineen wachsen auf Pinuspollen- 
kornern an (Remy 1950; GAERTNER 1954; HARDER u. UEBELMESSER 1955; HOHNK 
1956); darunter befinden sich auch Arten, die bis dahin nur von anderen Substraten 
oder als Parasiten von Algen bekannt waren. Nicht zur Entwicklung kommen 
dagegen unter anderem die Karlingia-Arten. Da diese aber nach der Literatur 
auBerordentlich weit verbreitet sind, wurde wenigstens ein Teil der Erdproben auch 
noch mit Stroh und Cellophan zum Abfangen der Karlingia-Schwarmer bekédert. 


” 


Alle Erdaufschwemmungsansatze zum Herauskédern der Pilze wurden doppelt — 


durchgefiihrt, namlich mit Quellwasser und natiirlichem Seewasser (von der Biol. 
Anstalt Helgoland, List auf Sylt); die Proben der salzigen Binnenstandorte wurden 
auBerdem noch mit Sole oder Lésung der Standortsalze in verschiedenen Konzen- 


trationen angesetzt. Die Ansaitze standen bei Zimmertemperatur (20 - 2°) in © 


Schrinken im Dunkeln und wurden mindestens am 6., 12. und 21. Tage mikros- 
kopiert. 

2. Herstellung von Einsporangienkulturen: Die mit Pilzen besiedelten 
Kéder wurden mit einer feinen sterilen Platinése herausgehoben und auf einem 
Objekttrager wiederholt in immer neuen Tropfen sterilen Wassers (zum Teil auch in 
0,1 molarer Borsiure oder in 3% igem H,O,) gewaschen. Danach kamen sie in 


Esmarchschalen mit sterilem Quellwasser und Pinus-Pollen. Manche Arten ent- — 


wickelten sich erst zufriedenstellend bei Zusatz von Erddekokt, verdiinnter NaCl- 
Lésung oder Seewasser. Aus den Rohkulturen konnten durch wiederholtes Uber- 
tragen schlieBlich Einsporangienkulturen gewonnen werden. Dies sind artreine 
Kulturen, die sich aus den Zoosporen von nur 1 Sporangium, das am Pollenkorn 
haftend in die neue Lésung tibertragen worden war, auf neu zugesetztem Pollen 
entwickelten. Obwohl diese Kulturen nicht bakterienfrei waren, wurden doch alle 
Vorkehrungen getroffen, um die Entwicklung von Bakterien méglichst einzu- 


1 Das Weender Quellwasser enthalt (Géttinger Analyse): Ca++ 0,00321%, Mg++ 
0,001749%,, K+ 0,00024%, Fet++ 3,7-10-*%, SO,— 0,00683%, CO,-- 0,0096%. 
Kine zu einem anderen Zeitpunkt entnommene Wasserprobe ergab u. a. (Buden- 
heimer Untersuchung): Gesamtharte 9,4° d. H., Abdampfriickstand 266,67 mg/l, 
Kaliumpermanganatverbrauch 13,9 mg KMn0O,/1, py 7,5. Die Wasserproben wurden 
vor der chemischen Untersuchung wie fiir die Verwendung im Versuch autoklaviert; 
dabei fielen stets gréBere Mengen Carbonat aus, die also in den Analysen nicht mit 
erfaBt wurden. Fiir die Analysen des Quellwassers danke ich Herrn Prof. Dr. O. 
GuemseER, Direktor des anorg.-chem. Institutes Géttingen, sowie Herrn Dr. Srery- 
BRUNN von der Chem. Fabrik Budenheim, Mainz. 

> Wahrend der Untersuchungen konnte wiederholt beobachtet werden, dai 
Pinus-Pollenkérner, die ihre Schwimmfihigkeit verloren hatten, wenig oder gar 
nicht von Chytridineen besiedelt wurden. Ein Versuch mit Kulturen von Rhizophy- 
dium sphaerotheca ergab, daB von untergetauchten Pollenkérnern nur 11%, von 
schwimmenden dagegen 91%, befallen wurden. Mit Phlyctochytriumn.sp. REINBOLDT 
ergaben sich aihnliche Zahlen. Da, wie aus Angaben in der Literatur zu entnehmen 
ist (Nowakowskt 1877; Zopr 1887; Rospn 1887; MiLuER 1911), die Chytridineen- 
schwarmer sehr empfindlich gegen O,-Mangel sind, diirfte die Uberlegenheit der mit 
Luftsiicken ausgestatteten Pollenkérner (wie des hier gebrauchten Pinus-Pollens) als 
Chytridineenkéder gegeniiber anderen Substraten auf ihre Schwimmfahigkeit 
zuriickzufiithren sein, zumal sich aus der chemischen Zusammensetzung von Pinws- 
Pollen, wie eine Zusammenfassung von entsprechenden Analysen zeigt (LUNDEN 
1956), diese Uberlegenheit kaum ableiten laBt. 
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schranken (Sterilisation aller KulturgefaSe, Lésungen und Kéder in der iiblichen 
Weise) 1. 

Die Einsporangienkulturen wurden in 50 ml-Erlenmeyerkolben mit der im 
Ansatz oder in der Rohkultur am geeignetsten gefundenen Lésung als Stamm- 
kulturen weitergeziichtet. Sie waren das Ausgangsmaterial fiir die physiologischen 
Versuche in Salzlosungen. Fiir diese wurden folgende Salze (Merck, p. a.) in Konzen- 
trationen von 0,1; 0,25; 0,5 mol/l; fiir NaCl auch 1,0 mol/l, angewandt: NaCl, KCl, 
CaCl,, MgCl,, NaNO,, KNO,, Na,SO,, K,SO,; auBerdem natiirliches, 3,5% iges, und 
eingeengtes, 7,2% iges Seewasser und Sole der Standorte. Lésungsmittel fiir alle 
Salze war Weender Quellwasser; nur die CaCl,-Lésungen muBten wegen Nieder- 
schlagsbildung mit dest. Wasser unter Zusatz von Hoaglandlésung angesetzt 
werden. 


3. Auswertung der Versuche: Die Vermehrung der Pilze in den Salzresistenz- 
versuchen wurde durch Auszihlen der von Pilzen befallenen Pollenkérner ermittelt 
(bezogen auf 100 Korner je Kultur). Die Zahl der Sporangien je Pollenkorn blieb 
dabei unberiicksichtigt. Meist waren die Pollenkérner mit nur 1 Sporangium be- 
setzt, erst bei langerer Kulturdauer kamen mehrfache Infektionen haufiger vor. 
Dabei kann die Anzahl der Sporangien auf 1 Pollenkorn bei manchen Arten, wie 
z.B. Rhizophydium carpophilum, 10 und mehr betragen. Fiir jede Salzkonzentration 
wurden 3 Kulturen angesetzt, deren Werte gemittelt wurden. In jede Esmarchschale 
wurde nur 1 Pollenkorn mit 1 anhaftenden Sporangium iibertragen und eine még- 
lichst einheitliche Menge Pollen — etwa 15 mg — hinzugefiigt; das sind rund 
800000 Pinus-Pollenkérner je Schale. Wenn bei der Zahlung z. B. 3% der Pollen mit 
Sporangien besetzt gefunden wurden, muBten mindestens etwa 24000 Sporangien 
in der Kultur vorhanden sein. Bei einer angenommenen durchschnittlichen Zoo- 
sporenzahl von 30 je Sporangium (die Zahl ist von Art zu Art verschieden) und unter 
der Voraussetzung, daB jede Zoospore wieder zu einem Sporangium auswichst, 
konnte also bestenfalls die 3. Generation des eingeimpften Pilzes durch die Zahlung 
erfaBt werden. Trotz sorgfailtigen Aussuchens unter dem Mikroskop wurden 
gelegentlich Pollenkérner mit mehr als 1 Sporangium tibergeimpft; der Fehler 
wurde aber spatestens bei der 2. Zahlung (es wurden 3 durchgefithrt — am 6., 12. 
und 21. Tage) beim Vergleich mit den aus den Parallelkulturen gewonnenen Zahlen 
entdeckt. 


Die Entwicklung der Pilze wurde oft durch die Salzlosungen verzégert. Genaue 
quantitative Angaben daritber konnten jedoch nicht ermittelt werden, da die auf 
Pollen iibergeimpften Sporangien, obwohl sie immer nach GréBe und Differenzie- 
rungsgrad ausgewahlt wurden, auch in der optimalen Loésung ihre Schwarmer nicht 
gleichzeitig entlieBen. Manche Stamme vermehrten sich bei Impfung von nur 
1 Sporangium nur zufallig. Erst wenn mehrere Pollenkérner mit anhaftenden 
Sporangien zugesetzt wurden, entwickelten sich die Kulturen regelmaBig gut. 
Deshalb wurden bei solchen Stammen mehrere Sporangien eingeimpft; eine zahlen- 
maBige Auswertung der Versuche war dann allerdings nicht mehr méglich. Fir die 
Versuche mit anderen Lisungen als Seewasser und Kochsalz war dies die einzige 
durchgefiihrte Methode. Wahrend der dreiwéchigen Kulturdauer trat in den Kul- 
turen in der Regel ein py-Abfall um 0,2—0,4 (0,6) Kinheiten ein. Die py-Messungen 
mit der Einstabelektrode ergaben als Extremwerte pq 6,4 und 7,9. Mit einer 


1 So wertvoll und notwendig Reinkulturen fiir viele Versuche sind, waren sie fiir 
den vorliegenden Untersuchungszweck jedoch nicht unbedingt erforderlich. Ebenso 
sind fiir die systematische Klassifizierung der Chytridineen bakterienfreie Kulturen 
nicht immer vorzuziehen, weil die Pflanzchen in ihnen morphologische Abanderun- 
gen zeigen kénnen (GAERTNER 1954¢). . 
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Pufferlosungsreihe nach CLARK u. Luss (JANKE 1946) wurde fiir eine Anzahl von 


Staimmen festgestellt, daB sie im Bereich von 6,4—8,0 vermehrungsfahig sind. 
Die Bestimmung der Pilze erfolgte nach Sparrow (1943), méglichst unter Hinzu- 
ziehung von Originalarbeiten aus neuerer Zeit. 


II. Die Sammelstandorte 


An folgenden Orten wurden Erdproben gesammelt: A) Mitteldeutschland: 
1. Grone bei Géttingen (Saline); 2. Bad Sooden-Allendorf, Werratal (natiirliche 
Solquelle, Gradierwerk). B) Siidwestdeutschiand: 1. Bad Minster a. St. (natiirl. 
Solquelle, Gradierwerk) ; 2. Bad Diirkheim (Solquelle, Soleleitung) ; 3. Bad Wimpfen 
(Saline); 4. Bad Rappenau (Saline); 5. Mosbach, Odenwald (Solquelle); 6. Buggin- 
gen bei Freiburg i. Br. (Kaliwerk); 7. Bad Diirrheim, Schwarzwald (Saline). 


Tabelle 1. Chemische Zusammensetzung der Salinensalze (in Prozent) 
(Nach Analysen der Salinenverwaltungen) 


“~\_Standort st ae 4 2 Buggingen 

impfen appenau rone 

Salz Er ey Rohsalz Schlamm 

KCl | [Al ged 1,2 
NaCl 97,7 97,7 98,0 64,2 2.8 
CaCl, 0,1 0,4 0:2 0,5 
MgCl, 0,1 0,2 0,1 0,1 0,7 
CaSO, 1,5 1,6 0,5 | aul 94,8 
Na, SO, 0,02 


C) Alpenvorland: 1. Bad Reichenhall (Saline, Gradierwerk); 2. Berchtesgaden 
(Salzbergwerk); 3. Bad Ischl (Soleleitung). D) Spanien: 1. Cardona, Nordost- 
Spanien; 2. Poza de la Sal, Nordspanien. E) Franz. Mittelmeerkiiste: 1. Palavas, 
2. Carnon, siidl. Montpellier (Sandstrand und Halophytenassoziationen); 3. Ville- 
neuve (Saline); 4. Séte (Hafen). F) Mallorca: Versch. Stellen der Kiiste (Sand). 
G) Sizilien: Ostkiiste (Sand). H) Teneriffa: Kiiste (Sand aus dem flachen 
Wasser). 

Uber die chemische Zusammensetzung des vorkommenden Salzes stellten die 
Verwaltungen der Salinen und Bader in den meisten Fallen entgegenkommender 
Weise Analysen zur Verfiigung, die in den Tab. 1 u. 2 zusammengefaBt sind. 

Die Erdproben fiir die Pilzisolierungen wurden an den Binnenstandorten mit 
Salinen und Solquellen ausnahmslos an Stellen entnommen, die dauernd oder 
zeitweilig mit Salz oder Sole in Beriihrung standen. Sie waren in bezug auf héhere 
Pflanzen vegetationslos. Meist wurden oberflichennahe Bodenschichten (0—5 em) 
gesammelt, die eine héhere Salzkonzentration hatten als tiefere Schichten. Von den 
Gradierwerken (Sooden-Allendorf, Miinster a. St., Reichenhall) kamen statt Erde 
Zweige und Holzstiicke, die von Sole iiberrieselt und haufig mit Salzkristallen be- 
deckt waren, in die Ansatze. 


Im spanischen Salzgebiet von Cardona gedeiht Mittelmeervegetation mit 
einigen Salzpflanzen. Beim zweiten spanischen Standort handelt es sich um einen 
schwach salzigen Bach am FuBe des Keupersalzdoms bei Poza de la Sal. 


* Den zustandigen Herren danke ich fiir ihr freundliches Entgegenkommen. 


ow 
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Besonders reiche Auswahl an salzhaltigen Standorten bot die floristisch sehr gut 

untersuchte siidfranz. Mittelmeerkiiste bei Montpellier. Die Okologie der dort 
vorkommenden Halophyten hat ApRIANTI (1945) bearbeitet. Er konnteu.a. zeigen, daB 
die einzelnen Halophytenassoziationen in enger Beziehung zum Salzgehalt des Bodens 
stehen!. Die Erdproben fiir die Pilzuntersuchungen wurden dort von mir an ent- 
sprechenden Stellen gesammelt, um zu priifen, ob sich ahnliches auch fiir die niederen 
Erdphycomyceten nachweisen lieSe. Die Proben wurden im August 1955 z. Z. der 
groBten Trockenheit und damit des héchsten Bodensalzgehaltes (vgl. ADRIANT 1945) 
entnommen. Der rissige Boden der Kahlflachen zwischen den Halophyten war mit 


Tabelle 2. Chemische Zusammensetzung der Sole der Sammelstandorte (in g/l) 
(Nach Analysen der Baderverwaltungen) 


Standort ? ; Secdene ‘ 

ae Diirrheim Wiiendaek Mosbach Miinster Diirkheim 
Li 0,00048 0,00004 0,006 0,022 
Na 101,997 37,826 4,841 2,653 5,575 
K 0,452 0,574 0,006 0,075 0,504 
Ca 1,295 i, 0,306 0,431 0,974 
Sr 0,051 0,003 0,038 vorhand. 
Mg 0,159 0,499 0,074 0,036 0,105 
Fe 0,015 0,003 Spuren 0,003 
Mn 0,00009 0,00027 
Cl 158,059 59,348 6,435 4,881 8,408 
J 0,371 0,00015 0,00023 
Br 0,004 0,024 0,019 
so, 3,292 5,235 2,137 0,001 
HCO; 0,024 0,397 0,070 0,360 0,258 
HAsO, 0,0196 
Konz. in % 26,5 10,5 1,4 0,8 1,6 


Salzausblithungen bedeckt (Abb. bei Scnorz 1958, 8.359). Weitere Proben stamm- 
ten aus dem vegetationslosen, trockenen Feinsand des Badestrandes und aus der 
dauernd vom Meer iiberspiilten Zone. Auch an einem Trockenplatz fiir Fischer- 
netze im Hafen von Séte wurden Proben entnommen. Vom Meeresstrand stammten 
auBerdem noch Proben von Mallorca, Sizilien und Teneriffa. Auf Mallorca wurde am 
vegetationslosen Sandstrande bei Palma, an der bewaldeten ( Pinus halepensis ) Steil- 
kiiste und am Sandstrand am Kap Formentor, sowie an der vorwiegend mit Cistus 
sparlich bewachsenen Flachkiste bei El Arena gesammelt. Auf Sizilien und Teneriffa 2 
wurden die Proben der vom Meer iiberspiilten Zone des Strandes entnommen. 


1In den vom Ufer der Lagune aufeinanderfolgenden Pflanzenassoziationen : 
Salicornietum herbaceae — Salicornietum fruticosae — Arthrocnemetum (opti- 
mal) — Arthrocnemetum (Initialpflanzen) — bis zu der mit auskristallisiertem Salz 
bedeckten Kahlflache, nimmt der Salzgehalt zu. Im Sommer wurden in den Asso- 
ziationen Werte von etwa 6% (S. herbaceae) bis 20% (Kahlflache) Cl- erreicht. Der 
Salzgehalt nimmt mit zunehmender Bodentiefe schnell ab; er betragt z. B. im Mittel 
in der Kahlflache in 2—4 cm Tiefe 18,7% Cl-, in 4—8 em Tiefe nur noch 12,6% Cl- 
(AprrAni 1945). 

2 Far das Sammeln der Proben in Mallorca, Sizilien und Spanien danke ich den 
Herren Privatdoz. Dr. H. Metzner und Dr. B. Scuwemmue; fiir das Material von 
Teneriffa Herrn Prof. Dr. J.v. ALLESCH. 
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III. Ergebnisse 
A) Ubersicht tiber die gefundenen Pilze 
Aus den untersuchten 115 Erdproben konnten in 992 Ansatzen 
folgende Gattungen isoliert werden: 


Chytridiales : 
Olipidiaceae: A. (2eetsi SLeae os « plans ita he = Olpidium 
(PRLYCUCTA CELE At mee eo ae Ae Pela ete Rhizophydium 
Phlyctochytrium 
Entophlyctis 
RAVAAUACERONIR.. al. edicts. dates aera eee Rhizophlyctis 
Karlingia 
CHAIN CED AT ee sesh tet steko nat cia tant Renee Chytridium 
Saprolegniales?: 
LM REO OUR UIE KEEN Oe BROKE SDS oc Thraustochytrium. 


Die gefundenen Arten sind in Tab. 3 nach ihrer Haufigkeit geordnet. 
Thraustochytrium pachydermum mit 283 und Rhizophydium halophilum 
mit 200 Funden herrschten an den salzigen Standorten vor. Thraustochy- 
trium pachydermum fand sich in 57 der 115 untersuchten Erden, d. h. in 
50% aller Proben; Rhizophydium halophilum immerhin noch in 29%. 
Thraustochytrium herrschte dabei in Béden mit héheren Salzkonzen- 
trationen vor, wahrend Rhizophydium halophilum in solchen mit niedri- 
geren Konzentrationen haufiger anzutreffen war. Gliedert man die 
Gesamtfunde in Binnen- (ausgefiillte Saulen der Abb.1) und Kiisten- 
standorte (leere Saulen) auf, so ergibt sich, daB an den Binnenstand- 
orten Rhizophydium halophilum der haufigste Pilz war (156 Funde), 
Thraustochytrium mit 71 Funden der zweithaufigste. 

Abgesehen von Bodenproben aus dem Innern des Salzbergwerkes in Berchtes- 
gaden, die weit vom Eingang entnommen wurden und kaum organische Substanz 
fiir die Ernaihrung der Pilze enthalten konnten und wohl deshalb itberhaupt keine 
der in Frage kommenden Pilze aufwiesen, fehlte Thraustochytrium nur an 2 Platzen 
des Binnenlandes, nimlich in Wimpfen und Buggingen; der Pilz kam also an 
9 Binnenland-Standorten vor. Die Proben von der Saline Wimpfen waren wahr- 
scheinlich ausgesiiBt?. Auf dem Geliinde des Kaliwerkes in Buggingen kénnte der 
Grund fitr das Fehlen der relativ hohe KCl-Gehalt des Bodens sein. Jedenfalls ver- 
mehrte sich Thraustochytrium pachydermum in den Kulturen mit KCl-Lésung ver- — 
schiedener Konzentrationen nicht (siehe 8.137). Rhizophydium halophilum kam eben- 
falls an 9 Standorten vor, es fehlte nur in den Erden yon Rappenau und Wimpfen. 

Die tibrigen Pilze traten an Menge alle stark zuriick, so da sich tiber 
ihre Verbreitung keine sicheren Angaben machen lassen. Von den bei 
unseren Untersuchungen nur an Binnenstandorten aufgetretenen 
selteneren Arten haben HarprER u. UEBELMESSER (1955) zwei, namlich 


‘Die Angehérigen der Familie der Saprolegniaceae sowie auch alle anderen 
unseptierten und septierten hyphigen Formen blieben unberiicksichtigt. 

* Die Erde von Wimpfen war fiir die Ansatze verbraucht worden, deshalb 
konnten von ihr keine Salzgehaltsbestimmungen mehr gemacht werden. An den aus 
ihr isolierten Pilzen lieBen sich keinerlei Salzanpassungen erkennen. 
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a 


Phlyctochytrium n. sp. REINBOLDT und Phlyctochytrium synchytrir, auch 
an der Kiiste gefunden. 

An der Mittelmeerkiiste dominierte eindeutig Thraustochytrium 
(Abb.1). Zu den Arten, die ausschlieBlich hier gefunden wurden, gehort 
Rhizophlyctis harderi; die Art ist von UEBELMESSER (1956) entdeckt 


Tabelle 3. In den 115 Erdproben von 21 Standorten gefundene Arten, 
ihrer Haufigkeit nach geordnet 


Nr. Name Funde In Proben 
1 Thraustochytrium pachydermum Scholz! .. 283 57 
2 Rhizophydium halophilum Uebelmesser? .. | 200 33 
3 Rhizophydium sp. (unbestimmt) ........ 43 itil 
4 Rhizophydium carpophilum (Zopf) Fischer om 14 
D Rhizophydium sphaerotheca Zopf ........ 28 6 
6 Olpidiwm luxurians (Tomaschek) Fischer . | 23 7 
7 Rhizophlyctis harderi Uebelmesser? ...... | 21 5 
8 Olpidium pendulum Zopf ...........+-: 18 9 
9 Phlyctochytrium n. sp. REINBOLDT® ...... 15 4 

10 Entophlyctis sp. (unbestimmt) .......... 13 3 
11 Rhizophydium patellarium Scholz* ...... 10 3 
12 Chytridium sp. (unbestimmt)........--.. 10 4 
13 Karlingia rosea* 0.2... cee e ee eee ees (8) (4) 
14 Chytridium lagenula Braun ...+- + +++ 5-s 8 2 
15 Entophlyctis cf. bulligera® .....--+++0055 7 2 
16 Phlyctochytrium biporosum Couch.......- 6 3 
iy Olpidium sp. (unbestimmt) .......---+.-- 6 3 
18 Phlyctochytrium sp. (unbestimmt) ......- 4 2 
19 Rhizophydium chaetiferum Sparrow ...... 3 1 
20 Phlyctochytrium synchytrit Kohler ....... 2 1 
21 Phlyctochytrium spectabile Uebelmesser? . . 2 {| 


1 Sonouz 1958. 2 Uspetmusser 1956. * Rernpoupt 1951. 

4 Auf ihren Gehalt an Karlingia-Arten wurden nur 21 Proben untersucht. Da es 
uns nicht so sehr auf die Erfassung simtlicher, auch der seltensten Arten ankam, 
sondern physiologische Ziele verfolgt wurden, also gerade die haufigsten und damit 
am ehesten typischen Vertreter der Salzstandorte isoliert werden sollten, genugten 
einige aus Salzbéden gekéderte Karlingia-Stamme; zumal der Pilz offenbar nicht 
za den typischen Vertretern der Salzstandorte gehdrt, sondern dort bisher nur 
selten gefunden wurde (HARDER u. UnpELMEssER 1955; HoOunK 1956). 

5 Die gefundene Hntophlyctis-Art weicht von der von Sparrow (1943) beschrie- 
benen Entophlyctis bulligera in zwei Punkten ab: Die Sporangien sind gré8er, und 
die Rhizoide kénnen an allen Stellen der Sporangienoberflache entspringen. 


worden und zwar in Erden der Mittelmeerkiiste, wo sie den Pilz an 
4 Standorten gefunden hat. Ein 5., die Insel Mallorca, kann nun hinzu- 
gefiigt werden; von anderen Kiisten ist der Pilz bisher nicht bekannt 
geworden. Den Pilzgehalt der Boden an der siidfranzésischen Kuste 
(siidl. Montpellier) zeigt Tab. 4. In ihr sind der Badestrand (die eigentliche 
Mittelmeerkiiste) und die Halophytenassoziationen an den landeinwarts 
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abgeschniirten Meeresteilen (Etangs), die nur noch stellenweise Verbin- 
dungen zum offenen Meer haben, getrennt aufgefihrt. Uber die Salz- 
verhaltnisse in den Halophytenassoziationen gibt die FuBnote S. 123 Aus- 
kunft. In den Halophytenassoziationen und den dazwischen gelegenen 
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Abb.1. Funde an Binnenland- und Mittelmeerstandorten; ihre Haufigkeit ist auf die Zahl der Ansitze 
bezogen, in denen die Pilze auftraten. Reihenfolge wie in Tab.3 (ohne Kuarlingia rosea) 


Tabelle 4. Pilzfunde an der franzdsischen Mittelmeerkiiste siidl. Montpellier. 
Vergleich zwischen den untersuchten Standorten, bezogen auf eine annahernd gleiche 
Zahl von Ansatzen 


Etang | Salicornietum “esti na eee : Badestrand 
ep a ‘e Ret 5 ; Fein- 
sea unter mit FE a S Ss Ey — sand 
Wasser | Obione =f ge Gz 5 |trocken| “et 
° Yi 3S spult 
"~~ Zahl der Ansiitze 
es 26 24 26 24 24 26 28 24 
Pilzfunde 7 es 
a ee 
Thraustoch. pachyd. 23 1S BLS 24 14 25 — — 
Rhiz. halophilum 5 1 8 a ae 2 —.4 = 
Rhiz. carpophilum 2 5 4 a — 1 6 | — 
Khiz. sphaerotheca — oat 2 oe = 
Olpidium pendulum — ie al 2 1 = 
Phlyct. biporosum 2 | — _- 
Rhizophlyct. harderi 5 8 — 
Olpidium sp. 2 | path pe 
Chytridium sp. — = 3 | 
Phlyct. spectabile — — | 2 | 
Olpidium luxurians | | = 6 ae 
Rhizophydium sp. | | 1 — 
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mit Salzausblithungen bedeckten Kahlflachen kam nur Thraustochy- 
triwum ziemlich regelmaBig vor. Im vegetationslosen Feinsande des 
Badestrandes wurde die Art dagegen nicht gefunden; wahrscheinlich ist 
dies auf den dort herrschenden geringen Salzgehalt zuriickzufiihren 
(vgl. 8.133). Die tbrigen Pilze sind verhaltnismaBig selten; man kann 
daher iiber ihre Verbreitung keine sicheren Schliisse ziehen. Jedenfalls 
liegt aber keine so scharfe Gruppierung der Pilzarten vor, wie 
sie fiir die héhere Vegetation besteht. Man kann aber doch sagen, 
da® die Artenzahl im Arthrocnemetum und in der Kahlflache geringer ist 
als an den iibrigen Standorten (Tab. 4). In Proben aus der Bucht von 
Mazzaro (Sizilien) waren keine niederen Phycomyceten enthalten. Diese 
Proben bestanden aber fast nur aus sehr grobkérnigem Sand. Hier 
diirfte der Grund fiir das Fehlen der Pilze im Mangel an Nahrsubstrat 
zu suchen sein. Auch der unter Wasser liegende Feinsand vom Strande 
von Teneriffa war ohne Pilze. 


B) Befall der Kéder bet verschiedener Konzentration 
und chemischer Zusammensetzung der zum Ansatz verwendeten 
Salzlésung 


Wie schon in der ,,Methodik‘‘ gesagt worden ist, wurden von allen Erd- 
proben Parallelansitze in SiB- und Seewasser gemacht. In Abb. 2 ist von 
den 5 haufigsten Pilzen das Auftreten nach StB- und Seewasseransatzen 
getrennt eingetragen. In den See- 
wasseransadtzen (ausgefiillte Saulen) 200 
waren die Kéder weit haufiger von 
Thraustochytrium befallen . als von 
den Chytridineen. Auf den Kédern 


VZZZZA SCCEWOSSEP 
C7) gvelwasser 


D 
im SiiBwasser (leere Sdulen) ent- 8 
wickelten sich hingegen die Chytri- %70 
dineen haufiger (bis auf 3 Funde von 8 
Rhizophydium chaetiferum, die nur s 
im Seewasser auftraten und wegen der 
geringen Haufigkeit in der Abbildung 4 


nicht enthalten sind). In SiBwasser- 


A tian S 

ansatzen war Thraustochytrvum nur ‘ S 8 8 S 
bei héherem Salzgehalt der aufge- S = S ayes 
NOD ilar tye 

schwemmten Erde zu finden. Von a ees OOS 


den Proben aus Sooden-Allendorf,  4yp.o, naufigkeit des Kéderbefalles in Quell- 
Diirrheim, Mosbach, Buggingen und und SOE en auf die Zahl 
Diirkheim wurden 108 Ansitze mit 

natiirlicher Sole oder Lésungen der Standortsalze gemacht. Dabei trat 
aber keiner der Pilze besonders haufig oder ausschlieBlich in einer Losung 
von bestimmter chemischer Zusammensetzung oder Konzentration 
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auf. Bei Ansitzen mit Sole von Sooden-Allendorf und Salzlésungen 
von Diirrheim (Analysen S. 123) erschien jedoch Rhizophydium halophilum 
bevorzugt in Salzkonzentrationen bis etwa 2% und wurde in hdheren 
Konzentrationen (5—6°%) immer mehr von Thraustochytrium verdrangt. 


Demnach wurden schon beim Kédern Unterschiede im Auf- 
treten von Thraustochytrium einerseits und dem Grofteil der 
Chytridineen andererseits deutlich,die durch dieSalzkonzen- 
tration der fiir die Ansitze verwendeten Lésungen bedingt 
waren. Die chemische Zusammensetzung der Sole- und Salz- 
losungen schien dagegen kaum Einflu8 zu haben. 


CO) Das Verhalten der isolierten Stimme in Salzlésungen 


Ein Teil der Pilze wurde an mehreren Standorten gefunden und auch 
isoliert weitergezogen, so das von diesen Arten eine gréBere Anzahl von 
Staémmen fiir die Salzresistenzversuche vorlag. Dadurch war die Méglich- 
keit gegeben, festzustellen, ob physiologische Unterschiede unter diesen 
Stémmen bestehen. Folgende Staémme waren vorhanden: 


Nr.1 Thraustochytrium pachydermum, a) Sooden-Allendorf, b) Dirkheim, 
c)Ischl, d) Reichenhall, e) Maasholm*, f) Palavas, g) Villeneuve, h) Cardona, i) Cali- 
fornische Kiiste*. Nr.2 Rhizophydiwm halophilum, a) Mosbach, b) Diirrheim, 
c) Diirrheim, d) Minster a. St., e) Diirkheim, f) Buggingen, g) Buggingen, h) Grone, 
i) Poza de la Sal, j) Palavas, k) Séte,1) Reichenhall. Nr.3 Rhizophydium sphaerotheca, 
a) Rappenau, b) Diirrheim, c) Mosbach, d) Palavas, e) Villeneuve, f) Tunis*. Nr. 4 
Rhizophydium carpophilum, a) Kieler Bucht*, b) Carnon, ¢) Carnon, d) Palavas. 
Nr. 5 Phlyctochytriwm n. sp. REINBOLDT, a) Diirkheim, b) Buggingen, c) Wimpfen. 
Nr. 6 Rhizophydium patellarium, a) Poza de la Sal, b) Diirkheim, c) Reichenhall. 
Nr. 7 Olpidium luxurians, a) Mallorca, b) Carnon. Nr. 8 Entophlyctis cf. bulligera, 
a) Wimpfen, b) Mitnster a. St. Nr. 9 Rhizophlyctis harderi, a) Mallorca, b) Carnon. 
Nr.10 Olpidiwm pendulum, Diirrheim. Nr. 11 Phlyctochytrium africanum}, Bagdad*. 
Nr. 12 Rhizophydium chaetiferum, Mallorca. Nr. 18 Phlyctochytrium sp.?, Algerien*. 
Nr. 14 Phlyctochytrium synchytrii, Rappenau. Nr. 15 Chytridiwm lagenula, Ditrr- 
heim. Nr. 16 Rhizophydiwm utriculare®, Californische Kiiste*. Nr. 17 Phlycto- 
chytriwum sp.*, Algerien*. Nr. 18 Olpidiwm longicollum’, Lido/Venedig*. Nr. 19 
Phlyctochytrium spectabile*, Salt Lake/USA*. Nr. 20 Karlingia rosea, a) Carnon, 
b) Villeneuve. 


— 


1. NaCl-Lésungen und Seewasser 


Fir die Versuche wurden NaCl-Konzentrationen und nicht Meerwasserver- 
diinnungen verwendet, weil der gréBere Teil der untersuchten Pilze am natiirlichen 
Standort kein dem Ionengehalt des Seewassers entsprechendes Milieu hatte, NaCl 
aber an allen Standorten die Hauptkomponente der Salze war (vgl. Analysen 8. 122). 


* Diese Stamme wurden aus fritheren am Institut durchgefiihrten Untersuchun- 
gen ibernommen (GAERTNER 1955; HaRDERU. UEBELMESSER 1955) oder aus Boden- 
proben gekédert, die nicht von den auf 8.122 angefiihrten Standorten stammten. Die 
nine, aus denen sie isoliert wurden, waren jedoch alle mehr oder weniger salz- 

altig. 


‘GAERTNER 1955. * Ganrrner 1955; Stamm Ch 3. 3 UnspetmMusser 1956. 
4 GABRTNER 1955; Stamm NA 9, 
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Die untersuchten Stamme verhielten sich in den einzelnen Konzen- 
trationen durchaus verschieden. Wahrend sich ein Teil nur in Quell- 
wasser vermehrte, entwickelten sich andere auch in NaCl-Losungen und 


Seewasser, ein Teil sogar nur in Seewasser 
und Salzlésungen. Daher konnten die Pilze in 
Gruppen zusammengefat werden, die folgen- 
dermafen gegeneinander abgegrenzt wurden: 

Gruppe I. Vermehrung nur in Quellwasser. 
Zu ihr gehéren: Phlyctochytrium n. sp. REIN- 
BOLDT (5a, b, c)!, Rhizophydium patellarvum 
(6a, b). 

Gruppe II. Vermehrung in Quellwasser 
und NaCl-Lésungen, nicht in Seewasser. Sie 
umfakt: Rhizophydium sphaerotheca (3b, c), 
Rhizophydium patellarium (6c), Entophlyctis 
ef. bulligera (8a,b), Olpidium pendulum (10), 
Phlyctochytrium africanum (11), Karlingia 
rosea (20a, b). 

Gruppe III. Vermehrung in Quellwasser, 
NaCl-Lésungen und Seewasser. Sie ist am 
artenreichsten und enthalt 32 Stamme: Rhizo- 
phydium halophilum (2a—), Rhizophydium 
sphaerotheca (a, d, e, f), Rhizophydium carpo- 
philum (4a—d), Olpidium luxurians (7a, b), 
Rhizophlyctis hardert (9a, b), Rhizophydium 
chaetiferum (12), Phlyctochytriwm sp. (13), 
Phlyctochytrium synchytrit (14), Chytridium 
lagenula (15), Rhizophydium utriculare (16), 
Phlyctochytrium sp. (1%), Olpidium longi- 
collum (18), Philyctochytrium spectabile (19). 

Gruppe LV. Vermehrung nur in Seewasser 
oder NaCl-Lésung, nicht in Quellwasser. Sie 
enthalt nur Stamme von Thraustochytrium 
pachydermum (La—). 

In Abb. 3 ist aus jeder Gruppe ein charak- 
teristisches Beispiel graphisch dargestellt. 

Dazu ist zu bemerken, da® sich die Gruppen- 


einteilung nur auf die Vermehrungsfahigkeit der 
Stamme in bestimmten Konzentrationen stiitzt, die 
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Abb.3. Vermehrung der Stamme 
in Quell-, Seewasser und NaCl- 
Losungen der Gruppen I—IV. 
Beispiel fiir Gruppe I Phiyctochy- 
trium n. sp. REINBOLDT (5a), fiir 
Gruppell Entophiyctis cf. bulligera 
(Sa), fiir Gruppe IIL Rhizophy- 
diwm sphaerotheca (38f) und fiir 
Gruppe IV Thraustochytrium 
pachydermum * 


1 Pine Auszihlung war nicht 
moglich, weil sich sehr viele Spor- 
angien vom Pollen lésten und ihre 
Zahl nicht mehr in Beziehung zur 
Zahl der Pollenkérner gesetzt wer- 
den konnte; die Siulenhéhe be- 
rubt nur auf Schiitzungswerten. 
Auf Prozent-Angaben wurde 
daher verzichtet. 


Zahl der in den einzelnen Konzentrationen gebildeten Tochterpflanzen (Hohe der 
Saulen in Abb. 3) fitr die Gruppeneinteilung aber gleichgiiltig ist. Die Hohe der Saulen 


1Die Zahlen und Buchstaben beziehen sich auf die vorstehende Zusammen- 


stellung der Staémme. (S. 128). 
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war nicht bei allen zu einer Gruppe gehorenden Pilzen gleich. Das kommt u.a. daher, 
da® die Zahl der im Sporangium gebildeten Sporen von Art zu Art schwankt. Eine Art 
mit groBerer Zoosporenproduktion hat natiirlich nach einer bestimmten Kulturdauer 
mehr Pollenkorner infiziert, als eine Art, die weniger Zoosporen erzeugt. Doch erhalt 
man durch Auszahlen der von einer bestimmten Art in den verschiedenen Salz- 
konzentrationen gebildeten Tochterpflanzen (waagerechte Zeilen der Tab.5) Auf-— 
schluB iiber ihre Salztoleranz. Meist war mit steigender Salzkonzentration schlech- — 
tere Vermehrung zu beobachten. In 1 molarer NaCl-Lésung vermehrten sich die 


Tabelle 5. Vermehrung einiger Arten in Quell-, Seewasser und NaCl-Lésungen, als Bet- 
spiele fiir das Verhalten in den verschiedenen Konzentrationen der Gruppen II und III 


Pilzbefallene Pollen (%) (Mittelwert aus 3 Kulturen) 


pen Art NaCl-Lésung (mol/l) 
: Quellwasser | Seewasser 
0,1 0,25 0,5 1,0 

3¢ Rhizophydium 

spaerotheca ...... 91 0 91 76 0 0 
8a | Entophlyctis 

cf. bulligera ...... 82 0 30 
10 | Olpidium pendulum 44 0 38. |..0 0 0 
11 Phlyctochytrium : 

africanum ......- 16 0 62 0 0 0 
2e Rhizophydium 

halophilum ...... 77 61 76 82 9 i) 
3a | Rhizophydium 

sphaerotheca ..... 90 47 84 70 10 tv) 
4b | Rhizophydium 

carpophilum...... 94 82 76 SS KS) 
7a | Olpidium luxurians 16 70 28 13 0 


Chytridineen nicht mehr. Manche Stamme zeigten aber in bestimmten Konzen- 
trationen besonders gute Entwicklung. So Rhizophydium patellarium (6c), Philycto- 
chytrium africanum (11) (vgl. auch GamRTNER 1954c) und Chytridium lagenula in 
0,1 molarer NaCl-Lésung; Olpidium luxurians (7a) und Rhizophydium halophilum 
(2f) in Seewasser. 

Wenn auch, wie gesagt, ein Vergleich der Vermehrung zwischen ver- 
schiedenen Arten nicht méglich war, so konnten doch die verschiedenen 
Stémme der gleichen Art miteinander verglichen und so standort- 
bedingte Anpassungen ermittelt werden. Abb.4 zeigt die Vermehrung 
von 3 Stimmen des Rhizophydium halophilum. Der Stamm vom Kaliwerk 
Buggingen vermehrte sich am besten in Seewasser, der von Poza de la Sal 
(Spanien) besonders gut in Konzentrationen von 0,1—0,25 mol/l NaCl, 
wahrend das Rhizophydium halophilum von Minster a. St. annahernd 


gleich gute Entwicklung in niedrigen NaCl-Konzentrationen und See- 
wasser zeigte. 
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Die meisten Arten und Stamme gehdrten zur Gruppe III, 
- vermehrten sich also in SiB- und Seewasser und NaCl-Lésun- 
gen. Die beiden Extremfalle: keine Entwicklung im Siuf- 
wasser (Gruppe IV), oder in NaCl-Lésung und Seewasser 
_(Gruppel) trafen fiir nur wenige Arten und Stamme zu. 

In den Versuchsreihen, die zu der Gruppeneinteilung fiihrten, wurden 
die Pilze aus dem Medium ihrer Stammkultur direkt in die verschiedenen 
- Salzkonzentrationen tibertragen. Dabei ent- 
standen zum Teil hohe Konzentrations- 
spriinge. Es bestand daher die Moglichkeit, 
da®B lediglich der plétzliche starke Wechsel 
der Konzentration, nicht aber die hohe Kon- 
zentration selbst den Pilz schidigte. Um die 
_ groBen Konzentrationsspringe auszuschalten, 
wurden zundchst die Pilze der Gruppe I 

schrittweise in Stufen von 0,01 mol/l bis in 
die SchluBkonzentration von 0,1 molarer 
NaCl-Lésung iibertragen. 

Der Pilzbefall der Pollenkorner in den héheren 
- Konzentrationen, der wieder als MaBstab fiir die 
Vermehrung diente, wurde in den Kulturen am 
6. und 12. Tage und nach 6 Wochen untersucht. 
Sobald Vermehrung festgestellt worden war, er- 
- folgte die Umsetzung mehrerer befallener Pollen- 
kérner in die nachst hdhere Konzentration. Wenn 
nach 12 Tagen in dieser héheren Konzentration noch 
_ keine Vermehrung stattgefunden hatte, wurde die 
Umsetzung aus der nachst niedrigeren Konzentration , 
wiederholt (bei negativem Ergebnis im ganzen 3mal as Eater oe age ted 


in Abstanden von 12 Tagen, wobei wieder jede — phydium halophilum aus Poza de 


Kultur mindestens 6 Wochen lang beobachtet wurde). la Sal, Minster a. St. und Bug- 
gingen in Quell- und Seewasser 


Phlyctochytrium nu. sp. REINBOLDT, das sich — und NaCl-Lésungen verschiedener 
- gunichst nur im Quellwasser entwickelte, ver- Konzentration 
mehrte sich bei dieser stufenweisen Uber- 
tragung innerhalb von 3 Monaten bis hinauf zu 0,09 mol/l. Tn 0,1 molarer 
Lésung bildete es jedoch keine Tochterpflanzen mehr, obwohl Pollen mit 
Sporangien 4mal in Abstanden von 12 Tagen aus der 0,09 molaren Losung 
in die héhere Konzentration tibertragen wurden, Stamm 6a von Rhizophy- 
dium patellarium gelangte so schlieBlich zur Entwicklung in maximal 
0,07 molarer NaCl-Losung. 

Fiir Stamme der Gruppen IT und III wurden mit Steigerungsstufen 
von 0,1 mol/l folgende Héchstkonzentrationen fir die Vermehrung er- 
reicht: Rhizophydium patellarvum (6c)+ 0,2; Phlyctochytrium africanum 


BUGGINGEN 


Pifzbefallene Pollen “Vo 
See Sees ee AS BS 
eI 
i) 
es 
= 
i} 


POZA DE LA SAL MUNSTER a.S¢- 
Quellwasser 


deewosser a 


1 Zahlen und Buchstaben wie auf S. 128. 
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(11) 0,3; Rhizophydium halophilum (2k) 0,4; Entophlyctis cf. bulligera 
(Sb) 0,7; Rhizophydium sphaerotheca (3a) 0,9 mol/l NaCl. Obwohl sich 
jetzt Entophlyctis cf. bulligera (8b) in einer bedeutend héheren Konzen- 
tration als bei direkter Einimpfung vermehrte, zeigte es in Seewasser 
keine Entwicklung, und zwar auch nicht bei Ubertragung aus der Hochst- 
konzentration von 0,7 mol NaCl. Auch die anderen Stéamme der Gruppe 
II vermehrten sich in Seewasser nicht. 

Thraustochytrium-Stémme der Gruppe IV, die sich nur in NaCl-L6- 
sungen und Seewasser vermehrten, wurden in eine absteigende Kon- 
zentrationsreihe von 0,1—0O molarer NaCl-Losung gebracht. Sie ver-_ 
mehrten sich noch bis hinab zu 0,08 molarer Lésung, in niedrigeren Kon- 
zentrationen und Quellwasser dagegen nicht. 

Durch langsame Uberfiihrung und Vermeidung groBer | 
Konzentrationsspriinge wurde beieinigen Stammen also noch 
Vermehrung in héheren Konzentrationen erzielt als bei 
direkter Ubertragung. Die vorgenommene Gruppeneinteilung 
anderte sich dadurch aber nicht. . 

Vergleichsweise wurden 3 Stiémme von Standorten untersucht, von 
denen angenommen werden konnte, daB NaCl nicht die Hauptkompo- 
nente der Bodensalze war. Es handelte sich um Karlingia rosea aus dem 
Gottinger Botanischen Garten und aus den Alpen! sowie um ein nicht 
naher bestimmtes Rhizophydium, das aus Blumentopferde! gekédert 
worden war. Ks sollte festgestellt werden: a) welcher der 4 Gruppen die 
Stémme zuzuteilen sind und b) ob sie sich durch schrittweise Ubertragung 
in immer hohere Salzkonzentrationen noch vermehrten. Die beiden 
Karlingia-Staémme entwickelten sich im Gegensatz zu den bei Montpellier 
gefundenen (20a, b) nicht in 0,1 molarer NaCl-Lésung und héheren 
Konzentrationen, gehéren also demnach in die Gruppe I. Der Pilz 
aus dem Botanischen Garten wurde daraufhin in eine Konzentrations- 
reihe von 0—0,1 mol NaCl in Abstufungen von 0,01 mol/l gebracht; er 
gedieh nun noch in einer Héchstkonzentration von 0,08 mol /l. Das 
Rhizophydium entwickelte sich am besten in 0,1 und 0,25 molarer 
Lésung, vermehrte sich aber auch noch in héheren Konzentrationen und 
in Seewasser. Es miiBte daher unter die Gruppe III eingereiht werden. 
Die Méglichkeit, daB sich auch andere von nichtsalzigen 
Standorten stammende Arten in Salzlésungen vermehren 
kénnen, mu8 daher eingerdumt werden. 


2. Bedeutung des Bodensalzgehaltes 
Nach der Aufstellung der 4 Gruppen (Verhalten der Stémme in 
Kochsalzkonzentrationen und Seewasser) liegt der Schlu8 nahe, daB die 
Pilze auch in der Natur an den Standorten vorkommen, wo entsprechende 


1 Fiir die Uberlassung der Stiimme danke ich Fri. cand. rer. nat. I. PERSIEL. 
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Konzentrationsverhaltnisse herrschen. Deshalb wurde von 16 Boden- 
-proben, aus denen Pilze der verschiedenen Gruppen herausgekédert 
worden waren, der Gehalt an wasserléslichen Salzen bestimmt. Die 
Werte schwankten zwischen 0,12 und 14% des Trockengewichtes des 
Bodens und 0,3 und 44% der Bodenlésung (Tab.6). Den geringsten Salz- 
gehalt hatte der trockene Feinsand vom Strand, eine schon lange be- 
kannte Tatsache (BENECKE u. ARNOLD 1931); die hédchsten Werte 
wiesen Proben von der franz. Kiiste aus dem Arthrocnemetum und der 
vegetationslosen, mit Salzausbliihungen bedeckten Kahlflache auf. In der 
Gruppenzugehorigkeit der in den einzelnen Proben gefundenen Pilze 
(Tab.6) lieBen sich jedoch keine sehr strengen Beziehungen zum Salz- 
gehalt des Bodens feststellen; am meisten verbreitet waren Chytridineen 
der Gruppe III. Immerhin waren in den Erdproben mit héheren Salz- 
konzentrationen meist weniger Arten enthalten (vgl. Tab.4), und es 
fanden sich dort vorwiegend Organismen der Gruppen III und IV; doch 
wurden auch Pilze der Gruppen I und II aus Béden mit Salzkonzentra- 
tionen isoliert, in denen sie in Kultur keine Vermehrung mehr zeigten. Die 
erwartete Beziehung zwischen den Vermehrungsversuchen in 
den Salzlésungskulturen und dem Salzgehalt am Standorte 
lieB sich also nicht eindeutig feststellen. 


3. Salzresistenz 

Um zu klaren, ob es sich bei den in Tab.6 angefithrten Pilzen um 
Zufallsfunde handelt, oder, wenn nicht, wie dann ihr Auftreten in Kon- 
zentrationen, in denen sie sich in Kultur nicht vermehrten, zu erklaren 
sei, wurden die beiden Entwicklungsphasen des Pilzes, vegetative 
Pflanzen bzw. Sporangium und Zoospore, getrennt untersucht. 

Pollenkérner mit wohlentwickelten blasigen Vegetationskorpern 
wurden atis den Stammkulturen in gesittigte Kochsalzlosung gebracht. 
Nach 5, 10 und 20 Tagen wurden sie in Esmarchschalen mit Quell- bzw. 
Seewasser und Pollen tibertragen und ihr Schwarmen abgewartet. Uber- 
raschenderweise erwies sich die Mehrzahl der Pilze weder durch die hohe 
Konzentration noch durch die groBen Konzentrationssprunge geschadigt. 
Denn 48 von 55 gepriiften Staémmen, also rund 87%, bildeten wieder 
Tochterpflanzen. Von den 7 Staémmen, die nach mindestens 5tagigem 
Lagern in der gesattigten Kochsalzlésung keine Zoosporen mehr ent- 
lieBen, gehérten 2 zu Karlingia (20a, b), 4 zu Rhizophydium halophilum 
(2b, e, f, j) und 1 zu Thraustochytrium pachydermum (1b). Die meisten 
der untersuchten Chytridineen kénnen demnach sehr hohe Salzkonzen- 
trationen im vegetativen Zustand tiberdauern; irgendwelche erkenn- 
paren Anderungen an den Pflinzchen, aus denen man auf Umwandlung 
in Dauerstadien hatte schlieBen konnen, waren nicht vorhanden. Nach 
Ubertragung in Quell- oder Seewasser bildeten sich in den blaschen- 
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Tabelle 6. Der Gehalt an wasserléslichen Salzen von 16 Bodenproben, mit Angabe der 
in diesen Proben gekéderten Arten. 


Geordnet nach steigendem Salzgehalt der Bodenlésung 


na 

aq 
ee 
5H 
Loma! 
a) 
Ss 
Safe 
Rn . 

mm 

A 


Salzgehalt (%) 
bezogen auf 


Gefundene Pilze; 


Sammelstelle pu in () die Gruppenzugehérigkeit 
Trocken-| Boden- (S. 129) 
gewicht | losung 
E3 Feinsand und 6,7 0,17 0,3 | Thraust. pachydermum (IV), 
Hydrobia- Rhiz. sphaerotheca (111), Kar- 
schill lingia rosea (11) 

K2 Feinsand 7,6 0,12 0,5 | Rhizophl. harderi (111), Rhiz. 
carpophilum (III), Olp. luxu- 
rians (II1), Karlingia rosea (11) 

F Feinsand 7,05 | 0,14 | 0,6 | Rhizophl. harderi (III), Rhiz. 
chaetiferum (III), Olp. luxurians — 
(II) 

D2 Bachbett 7,05 0,3 0,7 | Rhiz. patellarium (1), Rhiz. halo- 
philum (111), Thraust. pachyder- 
mum (LV) 

Bd bei Solquelle Tips ES 1,6 | Rhiz. halophilum (III), Rhiz. 
carpophilum (IIL), Thraust. 
pachydermum (IV) 

B7 Abraumhalde 6,8 15 2,3 | Rhiz. halophilum (111), Rhiz. 
carpophilum (III), Olp. pendu- 
lum (IT) 

B7 Abraumhalde 7,0 1,3 2,6 | Chytr. lagenula (Il), Rhiz. sphae- 
rotheca (III), Rhiz. halophilum 
(IIT) 

Kl Am Etang, 6,25 | 2,1 3,2 | Thraust. pachydermum (IV) 

Schlick 
B6b feuchter nee i Bar 3,5 | Phlyct. n. sp. Retnsoipt (1), 
Schlammsee Rhiz. halophilum (111), Rhiz. 
carpophilum (LIT) 
ene: | See ee ee a ; 
ADp zwischen 6,3 2,6 4,6 | Rhiz. sphaerotheca (111), Olp. pen- — 
Obione dulum (Il), Rhiz. carpophilum 
(III), Rhiz. halophilum (111), 
“ee be anid eT ae es Thraust. pachydermum (IV) 
B6 trockener 7,4 3,8 6,6 | Rhiz. halophilum (111) 
Schlammsee 
= zwischen Sali- | 6,9 5,5 6,8 | Phlyct. spectabile (III), Rhiz. 
cornia halophilum (111), Rhiz. sphae- 
rotheca (111) 


* Die Probe stammt von der Californischen Kiiste. Dieser Standort ist aufS. 122 
nicht aufgefiihrt. 
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Tabelle 6 (Fortsetzung) 


z Salzgehalt (%) 
bezogen auf 
q Sammelstelle Dida: lio ck ; aed Retene ee aA, 
3 aaa heouah- in () die Gruppenzugehorigkeit 
gewicht | losung 
K3 zwischen 6,95 | 4,3 9,4 | Rhiz. halophilum (III), Thraust. 
Salicornia pachydermum (IV), Rhiz. carpo- 
philum (II1), Phlyct. spectabile 
(II1), Karlingia rosea (II), Olp. 
pendulum 
A2 Am Gradier- 6,75 | 5,6 9,5 | Thraust. pachydermum (LV), 
werk Rhiz. halophilum (II), Phlyct. 
biporosum 
H2 Zwischen Ar- Ae 9,8 17,5 Thraust. pachydermum (IV) 
throcnemum- 
Initialpflanzen. 
E2 Kahlflache, 75 14,0 43,8 | Thraust. pachydermum (IV), 
starke Salz- Rhiz. carpophilum (IIT) 
ausbliihungen 


férmigen Pflanzchen Zoosporen aus (die vegetative Pflanze wurde also 
zum Sporangium), die auf die frischen Pollenkorner ausschwarmten. In 
einem Parallelversuch kamen Pollen mit Sporangien der sich nur in Salz- 
lésung entwickelnden Thraustochytrium-Stamme (Gruppe IV) aus ihrer 
Stammlésung (Seewasser oder NaCl-Lésung) in Quellwasser. Nach 5, 10 
und 20 Tagen wurden sie zuriick in Salzlosungen mit Pollen ibertragen. 
Von den 9 untersuchten Stiémmen bildeten noch 8 nach dem Aufent- 
halt in Quellwasser wieder: Tochterpflanzen aus. Weder die meisten 
Chytridineen-Stamme noch die Thraustochytrium-Stamme 
wurden also durch mehrtagigen Aufenthalt in einer Losung, 
in der sie sich nicht mehr vermehrenkonnten, geschadigt. 
Diekurze Lebenszeit der Zoosporen lat Versuche wie mit den Sporangien 
nicht zu. Es wurde daher lediglich versucht, ihr Verhalten gegen plétzliche 
Konzentrationsinderungen direkt unter dem Mikroskop festzustellen. 


Die auf Pollenkornern sitzenden Pilze aus einer itppig entwickelten Kultur 
wurden auf einen hohlgeschliffenen Objekttrager in Quellwasser gebracht und das 
Schwirmen abgewartet!. Wenn zahlreiche Zoosporen im Tropfen in lebhafter Be- 
wegung waren, wurde Seewasser bzw 0,1 molare NaCl-Lésung zugesetzt. Die 
Flissigkeitsmengen des Quellwassers und des Zusatzes wurden so gewihlt, da die 
 gugesetzte Losung auf etwa die Halfte verdimnt wurde. 

Die im Quellwasser schwirmenden Zoosporen aller gepriiften Stamme 


verloren mit einer Ausnahme bei Zugabe von Seewasser sofort oder 


1 Reife, ausdifferenzierte Sporangien entlassen die Schwarmer bei der Mehrzahl 
der Arten spatestens innerhalb weniger Stunden. Es gibt aber auch Arten, bei denen 
die Schwarmzeit auch nicht annahernd vorausgesagt werden kann, sondern ganz 
unregelmaBig eintritt. 


Archiv f. Mikrobiologie, Bd. 30 10 
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innerhalb weniger Minuten jede Eigenbewegung. Auch wenn anschlieBend 
sofort wieder mehrere Tropfen Quellwasser zugeftihrt wurden, so daB die 
Lésung wieder stark verdiinnt wurde, erlangten sie ihre Bewegungs- 
fahigkeit nicht zuriick. Nur die Zoosporen von Thraustochytrium blieben 
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Abb. 5. Vermehrung von 25 Stémmen in Chlorid-Lésungen. (Die Héhe der Siiulen 
gibt die erreichte Konzentration an; die Nr.in( ) bezieht sich auf S. 128) 


beweglich. Bei Anwendung von 0,1 molarer NaCl-Lésung statt Seewasser 
war das Verhalten ahnlich; nur die Zoosporen von Phlyctochytrium sp. (13) 
erwiesen sich jetzt auch noch gegen diesen kleineren Konzentrations- 
sprung resistent. Die Zoosporen stellen also, wie zu erwarten war, 
die empfindlichere Phase bei der Entwicklung der Chytri- 
dineen in Salzlésung dar. 
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4. Chlorid-, Sulfat- und Nitratlésungen, auBer NaCl 


Fur die Versuche mit KCl, CaCl,, MgCl,, Na.SO,, K,SO,, NaNO, und 
KNO, wurden 25 Stéamme ausgewahlt, die von verschiedenen Stand- 
orten stammten und zu verschiedenen der oben erdrterten Gruppen 
gehorten. 


a) Chloride 


KCl. Von 25 gepriiften Stammen vermehrten sich nur 5 (karrierte Saulen in 
Abb.5), von diesen bildeten wieder nur 2 (13, 14) in 0,5 molarer Lésung noch Toch- 
terpflanzen. Die Vermehrung in KCl war, wie sich noch zeigen wird, am schlechtesten 
unter allen verwendeten Salzen. In CaCl, vermehrten sich 15 der 25 Stamme 
(punktierte Saulen in Abb.5). Die 
Entwicklung in CaCl,-Losungen ist 
mit den anderen jedoch nur bedingt C1 Notriumsalzee ZA kalumsa/ze 
vergleichbar, da sich die Pilze in 
dem fiir dieses Salz verwendeten 7707 
Lésungsmittel (Aqua dest. + Hoag- : 
land-Lésung) allgemein schlechter Chloria’ 
als im sonst gebrauchten Weender- gig 
Quellwasser vermehrten. MgCl,. 

Das Verhalten (schraffierte Saulen) SZ GO MO NW 2NTY WOVE 20022724 
war meist ahnlich wie in NaCl- 2oh/ der Somme 

Lésungen (leere Saulen). Thrausto- — app. 6. Anzahl der sich in Nitrat-, Chlorid- und 
; chytrvum vermehrte sich aber in Sulfat-Lésungen vermehrenden Stimme; nach Na- und 
MgCl,-Lésungen nicht. K-Salzen getrennt eingetragen 


b) Sulfate 
In Na,SO,-Lésungen vermehrten sich von den in Abb.5 aufgefiihrten 25 Stammen 
noch 20. Nicht zur Entwicklung kamen Thraustochytriwm pachydermum (1a, e), 
Phlyctochytrium n. sp. REINBOLDT (5a, b) und Rhizophydium patellariwm (6a). 
In K,SO,-Lésungen war die Entwicklung weit schlechter. Nur noch 3 Stamme, 
Phlyctochytrium sp. (13), Rhizophydium sphaerotheca (3a) und Phlyctochytriwm 
synchytrii. (14) bildeten Tochterpflanzen, Phlyctochytrium sp. (13) als einziger 

Stamm sogar noch in 0,5 molarer Sulfatlésung. 


c) Nitrate 


Auch hier vermehrten sich mehr Stamme in Lésungen des Na-Salzes als in denen 
des K-Salzes. Im Na-Salz entwickelte sich nur 1 Stamm nicht: Phlyctochytriwm n.sp. 
Rersowpt (5b). Er gehért zu den 5 Stammen, die auch in Sulfat-Lésungen nicht 
zur Entwicklung kamen. Die restlichen 4 vermehrten sich immerhin in 0,1 molarer 
NaNO,-Lésung. In KNO,-Losung entwickelten sich 7 Stémme; davon 3, Phlycto- 
chytrium sp. (13), Rhizophydium sphaerotheca(3a) und Phlyctochytriwm s ynchytrit (14) 
in 0,5 molarer Lésung. Es sind dies die gleichen Stiimme, die sich auch in K,SO,- 
Lésungen vermehrten. Im allgemeinen war die Konzentration, in der noch Tochter- 
pflanzen gebildet wurden, bei Nitrat hoher als bei Sulfat. 


Zusammenfassend ergibt sich, daB sich mehr Stamme in 
Salzlésungen mit Nat als Kation vermehrten als in solchen 
mit K+ (Abb.6). Die gréBte Zahl der Stimme entwickelte sich 
in Nitrat-Lésungen, in Chlorid- und Sulfat-Losungen ver- 


mehrten sich weniger Stamme. 
10* 
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5. Anpassung an die chemische 
Zusammensetzung der Salze des Standortes 


Bei Ansiitzen mit Sole und Salzlésung der verschiedenen Sammel- 
standorte waren keine von der chemischen Zusammensetzung der Salze 
abhangigen Unterschiede in Art und Haufigkeit der gekéderten Pilze ent- 
deckt worden (siehe S. 127). Vermehrungsversuche in standortfremder 
Sole und Salzlésung sollten nun Anhaltspunkte fiir die mégliche Ab- 
hangigkeit der Entwicklung eines Stammes von einer bestimmten 
Salzzusammensetzung geben. 


Dazu wurden Stiimme von 1. Miinster a. St. (Rhizophydium halophilum, 2d; 
Entophlyctis cf. bulligera, 8b), 2. Ditrrheim (Rhizophydium halophilum, 2c; Chytri- 
dium lagenula, 15), 3. Buggingen (Rhizophydium halophilum, 2g), 4. Mosbach 
(Rhizophydium halophilum, 2a), und 5. siidfranz. Kiiste (Rhizophydium carpophilum 
4b; Olpidium longicollum, 18) in Salzlésungen der Standorte 1 bis4 (Analysen 8. 122) 
bei Konzentrationen von 0,75; 1,5; 3,0 und — fiir Mosbacher Sole — 1,4% kultiviert. 

Alle gepriiften Stamme vermehrten sich auch in den Lésungen der 
fremden Standorte. Eine Abhaingigkeit der Vermehrung von 
einem — etwa nur in Spuren vorhandenen — bestimmten Ion 
oder einer bestimmten Ionenkombination geht auch aus 
diesen Versuchen nicht hervor. 


6. Entwicklung der Pilze in Glycerin 


Um osmotische Wirkungen durch andere Substanzen als durch Salz- 
l6sungen hervorzurufen, wurden 24 Stamme in 0,1; 0,25; 0,5 und 1,0 mo- 
lare Glycerinlésung tibertragen. 17 von ihnen bildeten auf dem zugesetzten 
Pollen Tochterpflanzen aus. Es waren die Stémme Nr.: 2a, b, d, h, i; 
3a; 5a, b, c,; 6a, ¢; Ta; 8b; 9b; 11; 12; 18. Dabei konnten im Vergleich 
zu ihrer Vermehrung in NaCl-Lésungen Unterschiede festgestellt werden. 
Die Stamme 5a, 6c und 11 vermehrten sich noch in 1,0 molarer Glycerin- 
Lésung, in NaCl-Lésungen dagegen nur bei Konzentrationen von 0,1 mol/l 
oder wenig dariiber. Andere (la, e,f; 2g; 15; 17; 18; 19) vermehrten 
sich in Glycerin schlecht, teilweise iberhaupt nicht. Ob die Stémme des 
letzten Typs erst durch Speicherung von Salz einen osmotischen Wert er-. 
reichen, der ihnen die Entwicklung in Lésungen von héherer Salzkonzen- 
tration erméglicht, konnte nicht nachgewiesen werden. 


D) Trockenresistenz 

In den nachstehenden Versuchen sollte gepriift werden, ob sich Be- 
ziehungen zwischen Salz- und Trockenresistenz bei den untersuchten 
Pilzen nachweisen lieBen. Die in Esmarchschalen mit Quellwasser auf 
schwimmendem Pollen kultivierten Pilze wurden in einer ersten Ver- 
suchsserie solange stehen gelassen, bis die Kulturfliissigkeit eingetrocknet 
war; dariiber vergingen mehrere Wochen. Ein Teil der so behandelten 
Pilze kam — auf dem Pollen aufsitzend —, nachdem er anschlieBend 
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mindestens 2 Wochen ausgetrocknet gehalten worden war, zusatzlich 
“noch 2 Tage in einen Exsiccator tiber P,O;. Von den 19 untersuchten 
St&émmen vermehrten sich 13 noch nach der 14tiagigen oder sogar noch 
langeren Trockenzeit. Es waren die Stamme 3a, bey. eat 4 Chap an Dice 
6a; 9b; 11 und 14. Der langsten Trockenperiode wurde Rhizophlyctis 
harderi unterworfen. Noch nach 170 Trockentagen bildeten die mit 
Quellwasser tiberschichteten und neu mit Pollen versehenen Kulturen 
wieder Tochterpflanzen aus; in den Kulturen wurden allerdings auch 
Dauerorgane beobachtet. Doch auch 3 Stamme von Phlyctochytrium 
n. sp. Rernpotpt, die keine morphologisch unterscheidbaren Dauer- 
organe bildeten, entwickelten nach 94 tagiger Trockenzeit wieder Tochter- 
pflanzen. Andere Stiémme wurden sehr viel rascher ausgetrocknet, indem 
die Kulturfliissigkeit abgegossen und die zuriickbleibenden, mit Pilzen 
besetzten Pollenkorner tiber P,O, getrocknet wurden. 9 der 18 untersuch- 
ten Stamme (1a, c; 5¢;8a; 9a, b; 13; 17 und 19) entlieSen nach min- 
destens 3tigiger scharfer Trocknung itber P.O; wieder Zoosporen, aus 
denen sich neue Pflanzchen entwickelten. Andere Staémme (2a, baat 
i; 6b; 9a; 12 und 15) starben hingegen vorher ab. Die Pilze reagierten 
demnach auf Trockenperioden recht unterschiedlich ; ein Teil der Stamme 
kann mehrmonatige Austrocknung im vegetativen Zustand ohne Aus- 
bildung von Dauerorganen tiberstehen. Von diesen erwiesen sich auch 
einige, so Phlyctochytrium n. sp. REINBOLDT und Rhizophydium sphaero- 
theca, gegen hohe Salzkonzentrationen resistent. Rhizophydium chaeti- 
ferum und Chytridium lagenula, die den genannten Arten in ihrer Salz- 
resistenz glichen, vermehrten sich dagegen nach Austrocknung nicht 
mehr. 

Die Pilze besaBen also teilweise eine hohe Austrocknungs- 
resistenz. Eine klare Beziehung zwischen der Salz- und der 
Trockenresistenz konnte jedoch nicht gefunden werden. 


IV. Besprechung 

A) Verbreitung der niederen Phycomyceten an Salzstandorten 

Die Untersuchungen haben ergeben, da8 ein chytridineenahnlicher, 
aber zweigeisselige Zoosporen bildender und deshalb zu den Saprolegniales 
gehoriger Pilz, Thraustochytrium pachydermum (SCHOLZ 1958), an der 
Mittelmeerkiiste besonders haufig gefunden wurde, aber auch in Proben 
des Binnenlandes mit héherem Salzgehalt vorkam. Er trat in 50% der 
untersuchten Proben auf und war mit 283 Funden der haufigste Pilz 


iiberhaupt. 

DaB in der Verbreitung der Phycomyceten Unterschiede derart bestehen, daB 
zweigeisselige Formen meerwarts dominieren, hat Sparrow (1936) bei Untersuchun- 
gen algenbewohnender Phycomyceten an der nordamerikanischen Atlantikkiste 
festgestellt. Er fand u. a. einen zwar seinem Habitus nach den Chytridineen 
entsprechenden Pilz, der aber zweigeisselige Zoosporen. bildete und den er deshalb zu 
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den Saprolegniales in die von ihm neu geschaffene Familie der Thraustoch ytriaceae 
stellte. Kopayasut u. Ooxupo (1953) entdeckten, ebenfalls an der Kiiste (Mittel- 
japan), neben anderen niederen Phycomyceten weitere Vertreter dieser Familie. 
Bei Pilzuntersuchungen von Erdproben aus der Nordsee kam HOunx (1955) zu dem 
SchluB, daB® die zweigeisseligen Thraustochytriaceae im Meere deutlich, bis zur 
AusschlieBlichkeit, iberwiegen. 

Die bei unseren Untersuchungen gefundene Verbreitung von T'hrau- 
stochytrium pachydermum an der siidfranz. Mittelmeerkiiste entspricht 
also den Angaben der genannten Autoren iiber das Vorkommen der 


Thraustochytriaceae. 


Der zweithaufigste Pilz unserer Salzbéden, Rhizophydium halophilum, . 
wurde bei der Untersuchung der Kiistenbéden durch HARDER u. UEBEL- 


MESSER (1955) entdeckt (UBBELMESSER 1956) und war schon dort unter 
den haufigsten Arten der Chytridiales. Die iibrigen Arten dieser Ordnung 
traten an Menge alle stark zuriick. Es sind, wie auch schon HARDER u. 
UBEBELMESSER (1955) feststellten, im wesentlichen die gleichen wie sie 
auch schon von salzfreien Standorten bekannt sind. 


Ein Wort sei nur noch Karlingia (Rhizophlyctis) rosea gewidmet, die bei den 
bisherigen Untersuchungen iiber die Verbreitung der niederen Phycomyceten fast 
iiberall haufig auftrat (S6RGEL 1942; Sparrow 1948; Remy 1950; GAERTNER 1954a; 
Harper u. UEBLMESSER 1957). Diese Art wurde bei den Kiistenuntersuchungen von 
Harper u. UBBELMESSER (1955) und H6uNK (1956) relativ selten gefunden. Bei 
den eigenen Untersuchungen konnte sie ebenfalls aus nur 4 von 21 untersuchten 
Proben isoliert werden. RErnpoupT (1951), GAERTNER (1955a) und HarpErR u. 
UEBELMESSER (1955) haben auf die Bevorzugung trockener Standorte durch diesen 
Pilz hingewiesen. 


Da Karlingia rosea bei den vorstehenden Untersuchungen nur 1 mal 
in Boden mit héherem Salzgehalt gefunden wurde, kénnte ihr sparliches 
Vorkommen also durch den Salzgehalt des Bodens mitbedingt sein. Es 
wurden jedoch nur 21 Erdproben auf das Vorkommen von Karlingia 
untersucht, sodaf sichere Schliisse nicht méglich sind. 


Bei der Beurteilung der Funde und ihrer Haufigkeit muB beachtet werden, daB 
die Untersuchung von wenigen Proben eines Standortes nur mit einer Moment- 
aufnahme der Lebensgemeinschaft verglichen werden kann (RUINEN 1938). Quali- 
tative und quantitative Abweichungen der Funde in den einzelnen Arbeiten 
werden demnach stets in Rechnung zu setzen sein. Auch entscheidet die Wahl der 
Kéder stets mit itber die qualitative Zusammensetzung der Artenlisten. Auf dem 
hier verwendeten Pinus-Pollen wurden zwar bei friiheren Untersuchungen (REmMy 
1950; GAbRTNER 1954; Harper u. URBELMESSER 1955; HOHNK 1955, 1956) die 
meisten Chytridineen gefunden; auch solche, die bis dahin nur von anderen Sub- 
straten oder sogar als Parasiten von Algen bekannt waren. Doch gibt es auch Arten, 
die bisher noch nie Pollen als Kéder annahmen (vgl. SpaRRow 1943). 

Bei unseren Untersuchungen war auBerdem die Konzentration der zum Ansatz 
verwendeten Salzlésung fiir das Auftreten der Pilze von Bedeutung (vgl. Abschnitt 
B der Besprechung). 

Auf die Bedeutung der im Boden vorliegenden organischen Substanz fiir das 


Auftreten saprophytischer Pilze haben schon HarpER u. UBBELMESSER (1955) aus- 
driicklich hingewiesen. 
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Allgemein kann gesagt werden, dafi der Artenreichtum und die 
' Haufigkeit der Arten mit steigendem Salzgehalt des Bodens abfiel. 

So wurden z. B. an der siidfranz. Kiiste im Salicornietum (Bodensalzgehalt 
4—10%) 5—7 Arten, in der mit Salzausbliihungen bedeckten und nur mit einigen 
Initialpflanzen von Arthrocnemum bestandenen Fliche (Bodensalzgehalt in den 
obersten Schichten bis 40%) meist nur 1 Art (Thraustochytriwm) gefunden. 

Auch bei den Untersuchungen GaErTNers (1954a) zeigte sich, daf in 
Boden mit hohem Salzgehalt nur wenige Arten vorkommen. Die von ihm 
untersuchten salzreichen Béden der Chotts hatten die geringste Pilz- 
hiufigkeit aller von ihm  analysierten afrikanischen Standorte 
(GAERTNER 1955a, Tab.7). 

Von dieser Regel schien bei unseren Untersuchungen nur 1 Standort 
eine Ausnahme zu machen: der sténdig unter Wasser liegende oder 
dauernd bespiilte Feinsand der Kiiste. Denn in ihm konnten keine 
niederen Phycomyceten festgestellt werden, obwohl sein Salzgehalt etwa 
der Seewasserkonzentration entsprach, also im Vergleich zu anderen 
Standorten nicht besonders hoch war. Der MiBerfolg beim Bekédern 
dieses Sandes besagt jedoch nicht, dal dort tiberhaupt keine inter- 
essierenden Pilze vorkiimen. Denn Harper u. UEBELMESSER (1955) sind 
bei ihren Untersuchungen sowohl auf Wangerooge wie auch am Lido auf 
pilzreiche Nester in dieser, wie auch sie betonen, sonst pilzarmen Strand- 
zone gestoBen. Besondere mikroedaphische Verhaltnisse mogen, wie 
Harper u. UBBELMESSER (1955) erortert haben, in diesen im wesent- 
lichen wohl nahrungsarmen Sanden fiir die Pilzbesiedlung ausschlag- 
gebend sein. 


B) Verhalten der Pilzein Salzlésungen 

Schon beim Kédern der Pilze fiel auf, daB die Chytridiales im Sif- 
wasser mit wenigen Ausnahmen haufiger auftraten als im Seewasser, ein 
Befund, der sich mit den Angaben von Harper u. UEBELMESSER (1955) 
deckt. Das zu den Saprolegniales gehorige Thraustochytrium befiel dagegen 
die Pollenkérner meist nur in Seewasseransaitzen und fand sich in SuB- 
wasseransitzen nur bei hoherer Salzkonzentration der aufgeschwemmten 
Erde. 

Im wbrigen lieB sich bei den aus salzigen Boden herausgekéderten Arten bei 
Ansatzen mit Sole oder Salzlésungen nicht auf eine Abhangigkeit der Pilze von be- 
stimmten lonenkombinationen der verwendeten Losungen schlieBen. Hine Ausnahme 
bildete wieder Thraustochytrium, das nicht in den KCl-reichen Boden vom Kaliwerk 
Buggingen gefunden wurde. Auch die mit verschiedenen Stammen durchgefithrten 
Kulturversuche in Sole oder Salzlosung fremder Standorte zeigten keine Anpassung 
der Chytridineen an eine dieser Losungen. 

Die Vermehrungsversuche in Chloridlésungen (Konzentrationen bis 
1,0 mol/l) haben gezeigt, da sich unsere Pilze in den héheren Konzen- 
trationen kaum mehr vermehrten. Eine Ausnahme machte wieder 
Thraustochytrium, das auch in { molarer NaCl-Lésung noch Tochter- 
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pflanzen bildete und im Gegensatz zu den Chytridineen zu seiner Ver- 
mehrung stets eine gewisse NaCl-Konzentration im Kulturmedium 
bendtigte. Bei Konzentrationen unter 0,08 mol/l NaCl wurde bei diesem 
Pilz keine Vermehrung mehr beobachtet. 

In den Versuchsreihen mit Nitraten und Sulfaten wurden Konzentrationen bis 
0,5 mol/l verwendet. In 0,5 molarer Nitratlésung entwickelten sich noch 12, in 
Sulfatlésung entsprechender Konzentration nur noch 2 von 25 untersuchten 
Stammen. Die Zahl der sich noch vermehrenden Stémme nahm vom Nitrat tiber 
Chlorid zum Sulfat ab, wobei sich jeweils in den Na-Salzl6sungen mehr Stamme ent- 
wickelten als in den K-Salzlésungen. 

Die obere Grenze, von der ab keine Vermehrung mehr stattfand, lag 
bei unseren Pilzen weit niedriger als bei Schimmelpilzen. Bei diesen 
konnte fiir Formen, die aus Salzbéden stammten, Sporenkeimung bzw. 
Myzelwachstum noch bei weit héheren Konzentrationen festgestellt 
werden (Muskat 1955 — hier auch die altere Literatur; SrEPMANN 1957). 


Musxar hat bei verschiedenen Stammen von Penicillium und Aspergillus, die er 
aus tunesischen Salzbéden isoliert hatte, noch Sporenkeimung in gesattigten L6- 
sungen von Natriumsulfat, Kaliumsulfat, Calciumsulfat, Magnesiumsulfat, Kalium- 
nitrat, Kaliumchlorid und Natriumnitrat beobachtet. In gesattigter Kochsalzlésung 
keimten die Sporen hingegen nicht mehr. StEPMANN, der seine Pilze aus dem Watt 
bei Bremerhaven isoliert hat, fand Myzelwachstum bei Pythien bis zu Seesalz- 
konzentrationen von 3%, bei Phytophthora bis 10%, bei Mucoraceen bis 15%, und 
bei Penicilliwm- und Aspergillusarten bis 20 baw. 25%. 

Mit dem Verhalten besonders der Saprolegniaceae und Pythiaceae gegeniiber 
SiB-, Brack- und Seewasser hat sich besonders HOuHNK (1935, 1939, 1952—1956) in 
zahlreichen Arbeiten beschaftigt. Bei beiden Familien wurde die sexuelle Phase bei 
zunehmendem Salzgehalt unterdriickt; die Saprolegniaceae blieben iiberhaupt auf 
den oligohalinen Raum beschrankt, wihrend asexuelle Pythiaceae auch noch in 
Seewasser von iiber 2,8% Salzgehalt gefunden wurden. 

Im Hinblick auf die Salzresistenz mu8B bei den von uns untersuchten 
niederen Phycomyceten zwischen den beiden Phasen streng unterschieden 
werden, in denen sie vorkommen kénnen: 1. Leben, aber ohne Wachstum 
baw. Vermehrung, 2. Wachstum bzw. Vermehrung (vgl. Prat 1954). 
Unsere Versuche haben ergeben, da die Mehrzahl der in Salzbéden ge- 
fundenen Pilze, wenn man nur die 1. Phase beriicksichtigt, als haloresi- 
stent gelten miissen (im Sinne von MULLER u. Scuwartz 1953: Bei Gegen- 
wart von NaCl ohne Wachstum und Vermehrung, aber auch keine 
Schadigung). Denn 87% der 55 untersuchten Stéimme bildeten nach 
mehrtigigem Aufenthalt in gesiittigter Kochsalzlésung wieder Tochter- 
pflanzen. Erst bei der 2. Phase (Vermehrung) der im allgemeinen halo- 
resistenten Pilze findet man Unterschiede im Verhalten in Salzlésungen, . 
die mit MOLLER u. ScuHwartz (1953) als halophob (schon bei geringer 
NaCl-Konzentration keine Vermehrung mehr — Gruppe I), halotolerant 
(Gegenwart von NaCl-Konzentrationen wird ertragen — Gruppe IT und 
III) und halophil (Vermehrung an NaCl-Konzentrationen obligato- 
risch gebunden — Gruppe IV) charakterisiert werden kénnen. Eine 
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scharfe Abgrenzung der Gruppen durch Angabe bestimmter Grenz- 
_ konzentrationen lat sich wegen der mitbestimmenden Wirkung anderer 
AuBenfaktoren kaum durchfiihren, wie KINNE (1956) und RircHtre (1957) 
fiir das Zusammenspiel von Temperatur und Salzkonzentration gezeigt 
haben. 

Innerhalb der Gruppen war festzustellen, da die Vermehrung der 
Stamme mit steigender Salzkonzentration der Losung verzogert wurde; 
d.h., daf& nach einer bestimmten Beobachtungszeit in den hédheren 
Konzentrationen meist weniger Pollenkérner mit Sporangien besetzt 
waren. Einige Stéamme hatten in bestimmten Konzentrationen Ver- 
mehrungsoptima — ein Verhalten, wie es fiir verschiedene Chytridineen 
schon friiher beobachtet (H6HNK u. ALEEM 1953; GAERTNER 1955c) und 
auch von HaRDER u. UEBELMESSER (1955) fiir einige der von ihnen ge- 
fundenen Pilze vorausgesagt wurde. 

GroBere Unterschiede in der Vermehrung in Salzlésungen wurden fir die 
Stamme von nur wenigen Arten festgestellt. Sie waren daran zu erkennen, dafs von 
verschiedenen Standorten isolierte Stamme der gleichen Art verschiedenen Gruppen 
angehorten. Dies kam nur bei Rhizophydiwm patellarium und Rhizophydium 
sphaerotheca vor. Von den 3 untersuchten Stiémmen der ersten Art vermebrten sich 
2 in mindestens 0,1 molarer NaCl-Lésung nicht (6a, b; Gruppe I), der 3. Stamm ent- 
wickelte sich in niedrigen Salzkonzentrationen (6c; Gruppe IL). Von der zweiten 
Art wurden 6 Stamme untersucht, die sich alle in Salzloésung vermehrten, davon 
jedoch nur 4 in Seewasser (3a, d, e, f; Gruppe IIT); die anderen beiden (3¢, b) stehen 
in Gruppe II. Dagegen finden sich alle 12 Stamme des Rhizophydium halophilum 
und alle 9 des Traustochytrium pachydermum in der gleichen Gruppe, stimmen 
also in ihrer Salztoleranz weitgehend itberein. Sie kénnen sich aber untereinan- 
der in der Bevorzugung bestimmter Konzentrationen unterscheiden, wie es fiir 
3 Stamme des Rhizophydium halophilum gezeigt wurde. 

Ein naheres Eingehen auf die Halophyten und ihre Beziehung zum 
Bodensalzgehalt (StockER 1928; ARNOLD 1955) ertibrigt sich, denn die 
Pilzuntersuchungen in den Halophytengesellschaften an der siidfranz. 
Kiiste haben gezeigt, daB zwischen der Pilzverbreitung und dem Salz- 
gehalt des Standortes keine so engen Beziehungen bestehen, wie sie 
AprRIANI (1945) dort fiir die Halophytengesellschaften und den Boden- 
salzgehalt aufgezeigt hat. 

AbschlieBend noch eine Bemerkung zur Trockenresistenz der ge- 
fundenen niederen Phycomyceten und ihre Beziehung zur Salzresistenz. 
DaB sich aus Erdproben, die jahrelang gelagert hatten und ausgetrocknet 
waren, noch Phycomyceten herauskultivieren lassen, ist aus friheren 
Arbeiten bekannt (Remy 1950, Arxrnson 1954, GAERTNER 1954). 
GarRTNER (1954c) fiihrte auch schon Austrocknungsversuche mit auf 
Pollen kultivierten Chytridineen durch und fand, da® einige von ihnen 
Trockenzeiten von mehreren Monaten ertrugen. Seine Befunde konn- 
ten bestatigt werden. Bemerkenswert war bei diesen Austrocknungs- 
versuchen vor allem, daB eine Anzahl von Stammen langere Trocken- 
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perioden ohne Bildung von morphologisch unterscheidbaren Dauerorganen, 
also im vegetativen Zustand, iiberstehen konnte. Hindeutige Beziehungen 
zwischen der gefundenen Salz- und Austrocknungsresistenz konnten 
jedoch fiir die untersuchten Phycomyceten nicht festgestellt werden. 


V. Zusammenfassung 


1. 115 Erdproben von Salzstandorten des Binnenlandes und der Kuste 
wurden auf ihren Gehalt an niederen Phycomyceten untersucht. Es 
wurden 8 Gattungen mit 16 Arten gefunden. Neben Formen, die in den 


bisherigen Untersuchungen der verschiedensten Standorte immer wieder 


auftraten, waren 2 Arten besonders haufig: Thraustochytrium pachyder- 
mum an der Kiiste und Rhizophydium halophilum an Binnenstandorten, 
die daher als Besiedler von Salzstandorten angesehen werden kdnnen. 

2. Die Priifung von 55 Stémmen aus salzigen und 3 aus nichtsalzigen 
Erden ergab, daB sich die Mehrzahl der gefundenen Arten sowohl in 
SiBwasser wie auch in Salzlésungen und Meerwasser vermehren 
konnte. Die Entwicklung von Thraustochytrium pachydermum war 
jedoch an einen gewissen Salzgehalt des Kulturmediums gebunden. 

3. Die meisten der untersuchten Phycomyceten zeigten auch als vege- 
tative Pflanzchen eine hohe Salzresistenz und wurden durch einen pl6tz- 
lichen Wechsel der Konzentration nicht geschadigt. Die Zoosporen 
dagegen erwiesen sich gegen Konzentrationsschwankungen als wenig 
resistent. Bei langsamer, stufenweiser Ubertragung in immer héhere 
Salzkonzentrationen unter Vermeidung groBer Konzentrationsspriinge 
konnte fiir einige Stamme noch Vermehrung in héheren Konzentrationen 
erzielt werden, als bei direkter Ubertragung. 

4. Beeinflussungen der Vermehrung der untersuchten Pilze durch Sole 
und Lésungen der an den verschiedenen Sammelorten vorkommenden 
Salze wurden nur fiir Thraustochytrium festgestellt. 

5. Fast alle untersuchten Staémme vermehrten sich in Nitratlésungen, 
in Chlorid- und Sulfatlésungen dagegen entwickelte sich nur ein Teil, 
wobei jeweils die Na-Salze gegeniiber den K-Salzen bevorzugt wurden. 

6. Kin groBer Teil der gepriiften Stiimme war im vegetativen Zustand 
ohne Bildung von Dauerorganen austrocknungsfihig. 

7. pu-Messungen in den Salzlésungen ergaben Extremwerte von 6,4 
und 7,9. Die Vermehrungsfihigkeit der betreffenden Staémme in dem Be- 
reich von py 6,4—8,0 wurde festgestellt. 

8. Schwimmende Pollenkérner wurden haufiger durch Chytridineen 
befallen als untergetauchte. Mit Luftsicken ausgestattete Pollenkérner 
scheinen sich daher zum Kédern besonders zu eignen. 


Herrn Prof. Dr. R. Harper danke ich fiir die Anregung zu dieser Arbeit und fiir 
das rege Interesse, das er dem Fortgang der Untersuchungen stets entgegengebracht 
hat, der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die gewahrte Unterstiitzung. 
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Nucleinsaure- und Phosphat-Haushalt 
bei Normal- und Hemmformen 
von Proteus vulgaris Hauser * 


Von 
KE. PETRAS 


Mit 1 Textabbildung 


(Hingegangen am 7. Februar 1958) 


Die Deutung der Vorgainge des bakteriellen Nucleinsdure-Stoff- 
wechsels st6Bt wegen der noch immer bestehenden Unklarheiten in der 
Zellkernfrage auf betrachtliche Schwierigkeiten. Die meisten Autoren 
fanden bisher eine weitgehende Unabhangigkeit des relativen Desoxyribo- 
nucleinsiure-(DNS-)Gehalts der jeweiligen Bakterienpopulationen von 
der — besonders bei den Gramnegativen sehr variablen — GroBe der 
Zellen, d. h. dessen prozentualer Anteil an der gebildeten Zellmasse war 
iiber langere Zeitraume hinweg nahezu konstant. Somit schien hier ein 
mehr oder weniger festes Verhaltnis zwischen DNS- und Protein-Gehalt 
vorzuliegen. Die oft beschriebene ,,diffuse™ (= submikroskopische) Ver- 
teilung der feulgenpositiven Substanz sprach fir eine derartige Auf- 
fassung, und die Beobachtung von Nucleoiden (StiLiE 1937, PIEKARSKI 
1937; vgl. dazu PREUSSER, SCHLOTE u. RrerEL-BALDES 1957; PREUSSER 
1958b) widerlegte sie nicht vollig. 

Eine deutliche Veriinderung des DNS-Gehalts von Mikroorganismen 
wurde lediglich bei der Bildung heteromorpher Formen festgestellt : 
unter dem Einflu8 von Penicillin (VENDRELY u. TULASNE 1953; Kanp- 
LER, ZEHENDER u. MULLER 1956), sowie von anderen chemischen und 
physikalischen Reizen (WEED u. LONGFELLOW 1954; RippEL-BALDEs, 
Buscu u. Rapier 1956) erhdhte sich der DNS-Anteil der Zellausbeute 
wie auch das Verhiltnis des DNS-Gehalts bezogen auf die Ribonuclein- 
siure-(RNS-)Konzentration. Allerdings war das Bild nicht ganz einheit- 
lich; SHanwKaR u. Bar (1955) beobachteten bei unter Magnesium-Mangel 
entstandenen Fadenformen von Clostridium perfringens nur eine gering- 
fiigige Erhéhung von DNS-Gehalt und DNS/RNS-Verhialtnis, wihrend 
Levy, Sxuron u. Scuape (1949) fiir durch Kobalt-Ionen im Wachstum 
gehemmte Zellen von Proteus vulgaris eine Erhéhung des RNS-Gehalts 


* Teilergebnis der Dissertation ,,Untersuchungen tiber den Nucleinsaure- und 
Phosphat-Haushalt von Mikroorganismen“ der Mathematisch-Naturwissenschaft- 
lichen Fakultat der Universitat Gottingen (1957). 
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bei konstanter DNS-Menge angeben, also eine dem oben Beschriebenen 
gerade entgegengesetzte Erscheinung. 

Ein Versuch zur Klirung der Verhaltnisse wurde in der vorliegenden 
Arbeit mit Proteus vulgaris Hauser als Testorganismus unternommen. Be- 
sonderer Wert wurde dabei auf die Beobachtung der Beziehungen zwischen 
Nucleinsiure-Haushalt, Wachstumsverlauf und Morphologie der Bak- 
terien, sowie auf die Untersuchung der Wirkungsweise zugesetzter 
Chemikalien gelegt, um ein méglichst vielseitiges Bild der Verhaltnisse 
zu gewinnen. 

Methodik 


Als Testorganismus diente Proteus vulgaris Hauser, Stamm 556 des Gottinger 
Hygiene-Instituts. Kultivierung und Keimzahlbestimmung erfolgten wie schon 
frither beschrieben (PETRAS, 1957). 

Zur Nucleinsiure-Analyse wurden die gewaschenen und bei 50°C im Vacuum 
getrockneten Bakterien im Verfahren von SCHNEIDER (1945) extrahiert. DNS-Be- 
stimmung erfolgte mit dem Diphenylaminreagens von DiscHE (1930; Desoxyribose- 
Reaktion), RNS-Bestimmung mit dem Phloroglucin-Test nach v. EULER u. HAHN 
(1946; Ribose-Reaktion). Als Standard diente ,,Desoxyribonucleinsaure, reinst, aus 
Sperma‘‘ (Bayer) und ,,Ribonucleinsaure, reinst (Bayer) in 5% iger Trichloressig- 
siure. Um méglichst vergleichbare Bedingungen zu schaffen, wurden die Kichlésun- 
gen nach dem Ansetzen einer viertelstiindigen Hydrolyse bei 90° C unterworfen. Die 
Starke der Farbreaktionen wurde im allgemeinen im Leitz-Kompensationsphoto- 
meter bestimmt (Filter 600). 

Bei der Beurteilung der MeBergebnisse mu beachtet werden, daf die — all- 
gemein iibliche — Dische-Reaktion unter Umstanden zu Fehlschliissen verleiten 
kann, da mit dieser fast nur Purin-gebundene Desoxyribose nachgewiesen wird, 
dagegen kaum Pyrimidin-Desoxyribose (CoHEN 1944). Entgegen den Vorstellungen 
des DNS-Modells von Watson u. Crick (1953; im strengen Sinne) ist das Purin- 
Pyrimidin-Verhaltnis der DNS verschiedener Organismenarten nicht stets genau 
gleich eins (vgl.z. B. LaLaND, OVEREND u. WEBB 1952) und soll selbst innerhalb des 
Lebenscyclus einzelner Individuen schwanken (vgl. Reppy, LomBARDO u. CERECEDO 
1952, Reppr 1955, SstssaKsAN 1955). In diesem Zusammenhang ist es von Inter- 
esse, dali DrmMsANOWSKAJA u. BELOSERSET (1954) bei 3—6 Stunden alten Kulturen 
von Actinomyces globisporus streptomycini Kras. im Dische-Test keinerlei DNS 
nachweisen konnten und in dieser friihen Entwicklungsphase statt des véllig fehlen- 
den Thymins eine unbekannte Base fanden. DaB der Weg der DNS-Synthese im 
iibrigen auch extrazellularen Hinfliissen in starkem MaBe unterliegt, zeigt die Mit- 
teilung von DuNN u. Smrru (1955), wonach eine Thymin-Mangelmutante von 
Escherichia coli das erforderliche Pyrimidin durch 6-Methylaminopurin ersetzen 
kann. Weiterhin sei erwihnt, daB Brnkury (1956) bei #. coli unter Penicillinein- 
wirkung das Auftreten gréBerer Mengen an freiem Uracil feststellte; auch das von 
StTETTHN u. Fox (1945) bei Sulfonamid-Bakteriostase gefundene diazotierbare 
heterocyclische Amin ist vielleicht im Zusammenhang mit Stérungen des Nuclein- 
sdure-Stoffwechsels zu sehen. 

Beachtung verdient schlieBlich auch die Angabe von BELosErskI (1941), wonach 
die Kernsubstanz von Spirillum volutans die Desoxypentose in Bindung mit Pyri- 
midin enthalt, wahrend die Purine mit Pentose gekoppelt sind. Die Diphenylamin- 
Reaktion wiirde hier also véllig versagen, withrend die RNS-Werte infolge der 
Reaktion der Kernsubstanz wesentlich zu hoch liegen witrden. Nach Marswaxk (1949) 
soll auch in tierischen Geweben eine als biologische Vorstufe von DNS und RNS 
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angesehene Substanz vorkommen, die Ribose und Desoxyribose, Thymin und 
' Uracil im gleichen Molekiil enthalt. 

Schwierigkeiten bei der RNS-Bestimmung ergaben sich gelegentlich durch das 
Auftreten braun gefairbter Hydrolysenprodukte. Durch spektralphotometrische 
Extinktionsmessung (Beckmann DU) bei 720my konnte in solchen Fallen (in 
Ubereinstimmung mit Hann und y. Hunter 1946) der Stoéreffekt teilweise auf- 
gehoben werden. Fiir Untersuchungen an stark autolysierenden Bakterien erwies 
sich allerdings auch dieses Verfahren als unzureichend. 

Trotz den offensichtlichen, in ihrer Bedeutung schwer abschatzbaren Mangel 
wurde nicht von der ttblichen Methode der Nucleinsiure-Bestimmung abgegangen. 
Getrennte DNS- und RNS-Analyse an Hand des Phosphat-Gehalts (vgl. ScumipT 
u. THANNHAUSER 1945) war, wie Versuche zeigten, beim untersuchten Bakterium 
nicht méglich. Die Anwendung einer umfangreicheren Methodik, also z. B. Parallel- 
bestimmung von Zucker- und Thymin- bzw. Uracil-Gehalt hatte eine grundlegende 
Klarung der Stoffwechselverhaltnisse der einzelnen Nucleinsiurekomponenten des 
Testorganismus vorausgesetzt und lag daher nicht im Rahmen der gegebenen Vor- 
aussetzungen. Um eine kritische Betrachtung der vorliegenden Arbeit zu ermog- 
lichen, erschien es somit notwendig, auf die der angewendeten Methode gesetzten 
Grenzen hinzuweisen. Der Gesamt-P-Gehalt der Bakterien wurde nach AufschluB 
der Trockensubstanz (Verfahren von Wurzscumrrr 1950) colorimetrisch nach 
Fiske u. Susparow (1925) bestimmt, wobei ein erheblicher UberschuB an Reduk- 
tionsmittel zugesetzt werden muBte. 


Experimenteller Teil 


a) Nucleinséure- und Phosphat-Haushalt 
,normaler Bakterien 


Wie bei Tieren und héheren Pflanzen unterliegt die Nucleinsiure-Synthese auch 
bei den Mikroorganismen im Verlauf von Wachstum und Entwicklung erheblichen 
Schwankungen, was sich in einer starken Variabilitat ihres Nucleinsaéure-Gehalts 
~ ausdriickt (vgl. BeLoseRsKI 1947, Levy, SKUTSCH u. ScHaDE 1949, K&pDROWSEI, 
1951, JmeneR 1952, LockHarr u. PoweELson 1954, CHAYEN, CHAYEN u. Ro- 
BERTS 1955, Iwamura 1955, Reppr 1955, Wane 1952 u. 1955, WELLERSON U. 
TarrauLr 1955, KANDLER, ZEHENDER u. Mixer 1956, Maruyama 1956, 
PRoKOFJEWA-BELGOWSKAJA u. DEMJANOWSKAJA 1957, YANAGITA 1957). 


Um fiir weitere Untersuchungen eine geeignete Ausgangsbasis zu 
schaffen, erschien es daher notwendig, zunachst unter Verwendung von 
,normalem“ (d. h. nicht mit Hemmstoffzusatz versehenem) Standard- 
medium den Nucleinsiure- und Phosphat-Gehalt des Testorganismus in 
verschiedenen Altersstadien zu bestimmen. Die Beobachtungsdauer 
erstreckte sich hierbei iiber einen Zeitraum von maximal 30 Tagen, also 
_ weit iiber die logarithmische Wachstumsphase hinaus. In dieser Hinsicht 
~ unterscheidet sich die hier angewandte Methode von der anderer Arbeiten 
iiber die Frage der Beeinflussung des Nucleinsiure-Haushalts von Mikro- 
organismen durch hemmende (oder enthemmende?) chemische und 
physikalische Reize. Dieser Weg wurde eingeschlagen, um einen breiten 
Rahmen vergleichbarer Analysenwerte zu schaffen, nachdem bisherige 
Untersuchungen entweder nur wahrend der logarithmischen Wachstums- 
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phase oder iiberhaupt ohne genauere Beriicksichtigung des _ physiolo- 
gischen Alters der Zellen vorgenommen worden waren. Es wurde sowohl 
festes als auch fliissiges Substrat verwandt. 


Wie aus Tab. 1 ersichtlich, ist der Nucleinsiure-Gehalt von Proteus 
vulgaris auch bei ,,normaler Kultur sehr wesentlich nicht nur von der 
Kulturdauer, sondern auch von der Kultivierungsmethode abhangig. 
Wichtig sind folgende Feststellungen: 


Tabelle 1. Nucleinsdurestoffwechsel bei festen und fliissigen Normal-Kulturen 
von Proteus vulgaris. 
DNS = Desoxyribonucleinsaiure; RNS = Ribonucleinsaure ; 
NS = Gesamtnucleinsaure 


A EEC EE ee ee ee 
Agar-Kultur Fliissigkeits-Kultur 
Tage DNS RNS DNS/ NS DNS | RNS DNS/ NS 
RNS RNS 
% % % % % % % % 
1 5,8 14,2 41,3 20,0 4,6 10,8 42,6 15,4 
2 ah 15,5 23,9 19,2 al 16,7 30,5 21,8 
3 3,9 10,3 37,9 14,2 4,9 12,0 40,8 16,9 
4 4,2 7,2 58,3 11,4 4,8 | 10,4 46,2 15,2 
6 4,4 ae 61,1 11,6 4,8 10,1 47,5 14,9 
8 339" 4 6,0 65,0 9,9 — — — — 
10 RS 5,5 60,0 8,8 4,6 10,5 43,8 15,1 
20 3,0 5,4 55,0 8,4 4,5 11,0 40,9 15,5 
20 2,4 5,0 48,0 7,4 ~- 
30 0,5 o.0 9,0 6,0 4,7 10,8 43,5 15,5 


1. Der RNS-Gehalt der Bakterien war wahrend der Wachstums- und 
Vermehrungsphase deutlich gréfBer als in der stationiren Phase; wihrend 
es sich bei Agar-Kultur um eine KonzentrationserhGhung um das 
2—3 fache handelte, betrug der entsprechende Faktor bei fliissiger Kultur 
nur etwa 1,5. 

2. Die DNS-Konzentration war bei Agar-Kultur wesentlich gréBeren 
Schwankungen unterworfen als bei fliissiger Kultur. 


3. Nach 30tiagiger Agar-Kultur war — bei starker Autolyse und 
geringer Ausbeute — DNS lediglich noch in Spuren zu finden, die RNS- 
Konzentration war dagegen nur wenig gesunken; anstatt der DNS fand 
sich ein brauner, alkohol-dther-léslicher Farbstoff, der wahrscheinlich 
eine Huminvorstufe darstellt; im fliissigen Substrat fanden sich nie 
irgendwelche Zeichen von Autolyse. 


Die mit den beiden unterschiedlichen Kultivierungsmethoden 
verbundenen Unterschiede im Nucleinsiure-Haushalt sind zweifellos 
durch die Redox-Verhiltnisse bedingt, die im einen Falle — bei Agar- 
Kultur — starke aerobe Atmung und starke Autolyse zulieBen, im anderen 
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dagegen nicht. Darauf deutet schon allein die erheblich gréBere Bakterien- 
~ ausbeute bei Verwendung festen Substrats. Diese konnte zwar nicht 
genau erfaBt werden, jedoch wurde an Hand ungefahrer Trockengewichts- 
bestimmungen ermittelt, daB sie in den ersten Tagen der Kulturentwick- 
lung schatzungsweise das 40fache betragt. Am klarsten werden die 
Unterschiede im Nucleinséure-Haushalt bei der Betrachtung der ver- 
schiedenartigen Veranderungen des DNS/RNS-Verhaltnisses. Wahrend 
dieses bei fliissiger Kultur nach dem Beginn der stationiren Phase bald 
annahernde Konstanz erreichte, schwankte es bei Agar-Kultur vor und 
besonders nach diesem Zeitpunkt betrachtlich starker. 


Tabelle 2. Phosphat-Stoffwechsel in Agar-Kulturen von Proteus vulgaris. 
NS-P = Gesamt-Nucleinsaure-P 


_ Alter der Kultur] Gesamt-P NS-P RNS-P DNS-P San ome. 
ik 1,96 1,91 1,34 0,57 97,8 
2 1,91 1,83 1,46 0,37 95,7 
3 1,65 1,36 0,97 0,39 82,4 
4 1,63 1,10 0,68 0,42 67,3 
6 1,64 1512 0,68 0,44 68,0 
8 1,31 0,96 0,57 0,39 72,9 

10 1,07 0,85 0,52 0,33 79,3 
20 1,03 0,81 0,51 0,30 78,6 
PAS) 0,91 0,71 0,47 0,24 78,0 
30 0,76 0,57 0,52 0,05 75,4 


Der Phosphat-Gehalt der Mikroorganismen (bei Agar-Kultur) zeigte, 
wie aus Tab. 2 hervorgeht, ebenfalls betrachtliche Schwankungen in 
Abhangigkeit vom Alter der Kulturen, wobei keineswegs eine standige 
Proportionalitat zwischen Gesamt-P-Gehalt und Nucleinsaure-P-Gehalt 
bestand. Entsprechende Verhaltnisse fand Wank (1952) bei £. coli, 
wobei nachgewiesen wurde, dafi das voriibergehende Absinken des 
Nucleinsaure-P-/Gesamt-P-Verhaltnisses am Ende der Wachstums- 
phase zugunsten der saureléslichen Fraktion verlauft. Es handelt 
sich demnach wahrscheinlich um Abfallprodukte des vorher ver- 
stirkten Phosphat-Stoffwechsels, die nur langsam aus den Zellen ver- 
schwinden. 

Die vorliegende Analyse fiihrte zu der Auffassung, daB eine nicht ins 
einzelne gehende Untersuchung des Gesamt-P-Gehaltes der Bakterien 
wegen dessen auBerordentlich komplexer Zusammensetzung nicht zu ein- 
deutigen Ergebnissen fiihren mu. In diesem Sinne wurden auch die 
Widerspriiche zwischen den Befunden von VENDRELY u. TULASNE (1953) 
und denen von RrppreL-Batprs, BuscH u. RaDuEr (1956) betrachtet: 
Wihrend in beiden Arbeiten von einer Erhohung des DNS-Gehalts und 
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des DNS/RNS-Verhiltnisses heteromorpher Formen gegentiber den ent- 
sprechenden ,normalen‘’ Formen berichtet wird, geben jene einen 
Anstieg, diese dagegen ein Absinken des Gesamt-P-Gehaltes an. 

Weitere Untersuchungen iiber Veraénderungen im Gesamt-P-Gehalt 
wurden daher nicht mehr vorgenommen. 


b) Verwendete Hemmstoffe und ihre Wirkung auf die 
Keimzahl 


Auf der Grundlage dieser Befunde wurde nun der Einflu8 verschiedener 


Salze auf die Entwicklung der Protews-Zellen untersucht. Getestet wurde — 


die Wirkung folgender Substanzen: 


1. Kobalt (als CoCl,); dieses wurde im Hinblick auf die oben zitierten Angaben 
von Levy, SkurcH u. ScHape (1949) zur Untersuchung herangezogen. 


2. Ammoniumoxalat; in Verbindung mit der Tatsache, daB organische Sauren — 
auf Mikroorganismen eine molekiilspezifische, nicht allein durch pq-Veranderungen ~ 


bedingte Wirkung ausiiben (RrpPEL-BaLpEs 1955, S. 184), erschien dieses Salz der 
Oxalsaéure als eines typischen Produkts des Eiweifabbaus interessant in seiner 
Wirkung auf den typischen EiweiBzersetzer Proteus vulgaris. 


3. u. 4. Lithiumchlorid und Caesiumsulfat; diese beiden Substanzen, die nach 
Herzen (1950) extreme Verkiirzung bzw. Verlangerung der Zellen von Serratia 
marcescens hervorrufen und, wie sich erwies, bei Proteus die gleiche Wirkung zeigen, 
wurden der Gegensatzlichkeit ihrer Wirkung wegen verwendet. 


Wie schon ScHapE (1949) feststellte, ist die Kobalt-Konzentration, die bei 
Proteus vulgaris eine véllige Wachstumshemmung bewirkt, stark von den Beliif- 
tungsbedingungen abhangig. Als optimal wurde daher Agar mit 10-* molarem 
und Nahrlésung im allgemeinen mit 2 -10-* molarem Kobalt-Gehalt ver- 
wendet. Die iibrigen Hemmstoffe wurden zum fliissigen wie zum festen Sub- 
strat — in folgenden Konzentrationen zugesetzt: (NH,),C,0, 0,4m; LiCl 0,7 m; 
Cs,SO, 0,05 m. ; 


Zunichst wurde der Einflu8 dieser Hemmstoffe auf die Keimzahl bei 
Kultur in fliissigem Substrat verfolgt. Wie aus Abb. 1 hervorgeht, bewirken 
CoCl, und Oxalat in den angegebenen Konzentrationen einen etwa gleichen 
Grad der Zellteilungshemmung, wobei maximal ungefahr ein Drittel der 
normalen Zellzahl erreicht wird; jedoch ist die Lag-Phase unter Kobalt- 
Einwirkung stets linger als bei Oxalatzusatz (vgl. hierzu auch Perras 
1957). Im Gegensatz zum Kobalt bewirkt Oxalat selbst bei vélliger 
Sattigung des Substrats keine stirkere Wachstumshemmung als in 
0,4m Konzentration — (vgl. Abb. 1). Bei Li-Zusatz war nur einmalige 
Zellverdoppelung, jedoch keinerlei Zellwachstum beobachtbar, unter 
Cs-Kinflu8 nur Zellstreckung, jedoch keinerlei Teilung, so daB Kokken 


— 


und Diplokokken bzw. Zellfaiden entstanden, wie sie den von Hurn-— 


zEL (1950) unter gleichen Bedingungen bei Serratia marcescens beobach- 
teten Formen entsprachen; in spiteren Stadien zerfielen die unter 
Cs-Wirkung gebildeten Faden allerdings zum Teil in gréBere (etwa 
10—20 uw lange) Bruchstiicke. 
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Wie schon oben gesagt, lieB sich bei Agar-Kultur der Grad der Zell- 
' vermehrung nicht exakt verfolgen, jedoch war aus dem morphologischen 
Befund wie aus der GréBe der Bakterienausbeute ersichtlich, daB der 
Hemmeffekt von Lithium und Caesium hier wesentlich geringer war als 
bei fliissiger Kultur. 
0 
c) Hinflug der Hemmstoffe auf die 
Morphologie der Bakterien 

Der Ubersichtlichkeit halber sei hier die Kontrolle 
Beschreibung auf Stichworte beschrankt: 

Flissige Kultur mit 1 - 10-2 mol. CoCl,-Kon- 
zentration: ,,Normale‘‘ Formen von sehr ein- 
heitlichem Aussehen, allmahlicher Ubergang zu 
kleinen, z. T. kokkoiden Formen, selten einzelne 
Faden. Im Phasenkontrast stark lichtbrechende 
Inhaltsk6rper. 

Fliissige Kultur mit 2-10-% mol. CoCl,-Kon- 
zentration: Ketten, spaiter langgestreckte Formen 
und einige lange Faden, Stabchen. Nach 5 bis 
6 Tagen Ubergang zu kokkoiden Formen. Inhalts- 
korper weniger auffallig. 


O4m(NH4)o C204 


2:7073m Coll 
709\|— 


Keimzah/ je m\ 


Agar-Kultur mit CoC], in 2 - 10~* mol. Konzen- 
tration: Nur normale Ruheformen, selten Faden; 
keine Vermehrung bemerkbar, Zellen allmahlich 
kleiner werdend, Autolyse nach wenigen Stunden 108 
feststellbar. Stark lichtbrechende Inhaltsk6rper. 


Agar-Kultur mit CoCl, in 1 - 10~* mol. Kon- 
zentration: Teilungs- und Ruheformen normal; 
Zellen kleiner werdend, Autolyse nach etwa 
4 Tagen. Lichtbrechung schwacher. 

Fliissige Kultur mit (NH,),C,O, in 0,4 mol. 
Konzentration: Ketten mit bis zu 10 Gliedern 
von unregelmaBiger GréBe, Faden, spater 


07m Li Clg 


schlanke Stabchen, auch kokkoide Formen. 5-10-?m Cs» $0,/1-70?mColly 
‘4 7 7 . Kon- | | ai 
Agar-Kultur mit (NH,),C,0, in 0,4 mol. Kon 07, : 5 aes 


zentration: Wie oben, Zellen jedoch dicker, mit 
der Zeit weiter anschwellend, keine Faden, nach = app. 1. Zellvermehrung ,,normaler“ 
etwa 1 Woche groBe Kugelformen mit stark und,,gehemmter* Formen von Proteus 
deformierten Teilungsstadien, anschlieBend aus- vulgaris (semilogarithm. Mafstab) 
gepragte Autolyse. 

Flissige Kultur mit LiCl in 0,7 mol. Konzentration: Kleine kokkoide Formen, 
unregelmaBige Diplokokken. 

Agar-Kultur mit LiCl in 0,7 mol. Konzentration: Kokkoide Formen, unregel- 
maBige Diplokokken, einzelne Kugeln und verdickte Kurzstaibchen, sehr selten 
Faden; Zellen allmahlich anschwellend, nach 3—4 Tagen Deformation und Autolyse. 

Fliissige Kultur mit Cs,SO, in 5 - 10-° mol. Konzentration: Lange Stabchen und 
Faden (maximal etwa 70 u lang). 

Agar-Kultur mit Cs,SO, in 5 - 10 mol. Konzentration: Verlingerte, geschwollene 
und deformierte Zellen, Faden, geschwollene Kokken. 

ies 
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d) Nucleinséure-Haushalt von Involutions- und Hemmformen 


Die durch die verschiedenen Hemmstoffzusaitze bedingten Veranderun- 
gen im Nucleinsiure-Haushalt der Testorganismen sind in Tab. 3 
zusammengestellt. Den klarsten EKindruck von der Art dieser Veranderun- 
gen vermittelt wiederum die Betrachtung des DNS/RNS-Verhaltnisses. 
Wahrend bei Agar-Kultur durch ,,st6rende Reaktionen — vor allem 
durch Autolyseerscheinungen — das Bild recht uniibersichtlich wird, 


Tabelle 3. Nucleinstiure-Stoffwechsel von Proteus vulgaris unter Hemmstoffwirkung 
bet fester und fliissiger Kultur 


Alter DNS RNS DNS/RNS NS 
Art der Kultur 
Tage % % % % 
WoClc ter tOmea 1.5 O52) 14,2 36,6 19,4 
Agar 3 4,8 Tova 35,0 18,5 
fortschreitende 4 55D 15,8 Ose 21,0 
Autolyseerscheinungen 8 3,6 12,0 30,0 15,6 
CoCl,, 2 - 10-3 m 2 5,3 11,6 45,7 16,9 
fliissig 3 4,2 13,6 30,9 17,6 
Zunahme des 4 4 4,2 11,5 36,5 A lashy/ 
kokkoiden Stadiums | 5 4,6 10,0 46,0 14,6 
10 6,4 12,0 53,3 18,4 
20 8,3 12,8 64,8 ziet 
(NH,).C,0,; 0,4 m 2 4,0 10,7 37,4 14,7 
Agar Dib 3,9 PAR O1eT 16,2 
deutliche Autolyse + 4,2 9.3 45,2 13,5 
9 Del 7,6 67,1 12, 
13 2,0 5,0 54,0 it 
20 2,4 4,8 50,0 1.2, 
(NH,).C.0,; 0,4 m 2 4,6 10,8 42,6 15,4 
fliissig 3 4,6 12,3 37,4 16,9 
Zunahme des 4 4,6 9,6 47,9 14,2 
kokkoiden Stadiums 10 6,1 8,6 70,9 14,7 
20 6,6 9,1 72,5 15,7 
LiCl; 0,7 m 1,5 8,5 BRS: 64,4 OANET 
Agar 4 4,3 8,0 53,8 12,3 
stindige Autolyse 8 3,6 5,6 64,3 
20 3.6 515 65,5 9,1 
LiCl; 0,7 m 2 8,4 12,0 70,0 20,4 
fliissig¢ 4 9,7 12,0 80,8 216% 
Zunahme des | 8 9,5 10,2 93,1 19,7 
kokkoiden Stadiums 
Cs,SO,; 0,05 m 9) 5,5 PAR 45,5 17,6 
Agar 4 4,4 15,0 29,3 19,4 
8 5,1 ible 45,5 16,3 
Cs,50,; 0,05 m 3 6,3 13,6 46,3 19,9 
fliissig 
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ergeben sich in Verbindung mit den morphologischen Befunden aus den 
- Veranderungen dieser Relation bei fliissiger Kultur folgende Schlisse : 

1. Werden die Zellen von Proteus vulgaris extrem klein (Endstadien 
bei Kobalt-, Oxalat- und Lithium-Einwirkung), so erhéht sich das 
DNS/RNS-Verhaltnis infolge eines Anstiegs der DNS-Konzentration. — 
2. Bilden Zellen von Proteus vulgaris extrem lange Faden (Caesium- 
Wirkung), so entspricht das DNS/RNS-Verhaltnis etwa dem der Normal- 
kultur. 

Diese Feststellungen fiihrten zu der Auffassung, dab 

a) jede Zelleinheit von Proteus vulgaris einen konstanten Minimal- 
betrag an DNS enthalt (am deutlichsten wird dies im Beispiel der Ver- 
doppelung der DNS-Menge bei einfacher Zellhalbierung unter Lithium- 
Wirkung) und 

b) Zellfaden von Proteus vulgaris einer Vielzahl solcher Zelleinheiten 
entsprechen; diese Feststellung stimmt mit der Auffassung von RIPpPEL- 
Baxpus (1955, S. 25) und PreussEr (1958 a) zur Frage der peritrichen 
BegeiBelung von Proteus vulgaris tiberein. Wie Uberimpfungen und 
mikroskopische Beobachtungen zeigten, fiihrte der Einflu®B der verwen- 
deten Hemmstoffe im untersuchten Zeitraum weder zur Abtétung, noch 
zu einer bleibenden morphologisch erkennbaren Strukturveranderung. 
GeiBelverlust wurde in keinem Falle beobachtet. Nach Anfarbung mit 
Acridinorange war das zahlenmaBige Verhaltnis zwischen griin und 
rot fluorescierenden Zellen bei ,,Involutions- und entsprechenden 
, Normal‘‘-Formen aus fliissigen Kulturen nahezu gleich. 

Die bei den Nucleinsaiure-Bestimmungen an den verschiedenen Agar- 
Kulturen gewonnenen Analysenwerte widersprechen — bei aller Kom- 
pliziertheit — den oben erwahnten Vorstellungen offenbar nicht. Bertick- 
sichtigt man die bei Agar-Kulturen gefundene relative Verdickung der 
Zellen (vgl. Abschnitt c) und die Tatsache, daB® die RNS-Konzentration 
vom physiologischen Zustand der Zelle abhangig ist, und nimmt man 
ferner an, daB diese bei Bakterien wahrend der stationaren Phase in 
einem konstanten Verhaltnis zur vorhandenen Zellplasma- oder Zell- 
eiweiBmenge steht, so ist das relativ niedrige DNS/RNS-Verhaltnis bei 
Li- und Cs-Hemmung durchaus erklarbar. 

Die bei Agar-Kultur beobachtete geringere Hemmwirkung der beiden 
Alkali-Ionen ist mit Sicherheit auf eine starkere Festlegung derselben 
guriickzufiihren. KunicKi1-GoLDFINGER u. Mitarb. (1956) beobachteten 
bei Proteus Proportionalitaét zwischen LiCl-Konzentration und Verkur- 
zung der logarithmischen Wachstumsphase. Vielleicht ist in einer 
allmahlichen Anreicherung der Ionen an oder in den Zellen die Ursache 
fiir den verspatet auftretenden Effekt zu sehen. 

Uber die Art der Beeinflussung des Stoffwechsels der Proteuszellen 
durch Kobalt (Hemmung der eisenhaltigen Atmungsfermente) wurde 
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bereits friiher (PETRAS 1957) berichtet. — Untersuchungen mit Hilfe von 
140) machten es wahrscheinlich, daB® die Oxalatwirkung —abgesehen vom 
Adsorptionseffekt — im wesentlichen auf einer Stérung des Fettstoff- 
wechsels (durch Esterbildung zwischen Glycerin und Oxalséure) beruht. 
Dieser Untersuchungsbefund kann jedoch wegen nicht voll ausreichender 
Signifikanz hier nicht weiter diskutiert werden. 

Die Autolyseerscheinungen konnten nicht in befriedigender Weise 
geklirt werden. Drei Beobachtungen stehen sich hier gegentiber: 1. Die 
bei Agar-Kultur wahrend der stationiren Phase relativ geringe RNS- 
Konzentration ,,normaler Bakterien, 2. das Absinken des DNS/RNS- 
Verhaltnisses stark autolysierender ,,normaler‘‘ Bakterien und 3. die 
unterschiedlichen Gré8en des DNS/RNS-Verhaltnisses bei der Autolyse 
der verschiedenen Hemmformen. 

Besonders, wenn man die erste dieser Erscheinungen nicht als durch 
Stoffwechselbesonderheiten bedingt betrachtet, sondern sie fiir das 
Produkt einer partiellen Autolyse halt, verlauft die Veranderungsrichtung 
des DNS/RNS-Verhaltnisses auBerordentlich widerspruchsvoll. Viel- 
leicht muB man fiir Proteus vulgaris zwei Arten von RNS annehmen — 
die eine leichter, die andere schwerer autolysierbar als die DNS des 
Bakteriums. Sicher spielen jedenfalls individuelle Unterschiede in der 
Autolysierbarkeit unter den Zellen der jeweiligen Populationen eine 
wesentliche Rolle; das war auch morphologisch deutlich erkennbar. 

SchlieBlich sei noch einmal darauf hingewiesen, daB die Genauigkeit der 
RNS-Bestimmung bei Bakterien aus der Autolysephase durch im Ver- 
lauf der Phloroglucin-Reaktion entstehende braune Farbstoffe, die 
geradezu als Autolysen-Indikatoren angesehen werden kénnen, sehr 
stark beeintrachtigt wird. Im iibrigen ist auch véllig unklar, wieweit 
hier bereits Nucleinsiure-Abbauprodukte als ,,RNS‘‘ bestimmt werden. 

Auf Grund der angefiihrten Beobachtungen kann gesagt werden, daB 
Untersuchungen des Nucleinsiéure-Haushaltes von Bakterien auch nach 
dem Ende der logarithmischen Phase brauchbare Ergebnisse liefern 
kénnen, wobei jedoch bei den gegebenen methodischen Méglichkeiten 
herabgesetzte O,-Versorgung Voraussetzung ist. Das ist auch bei der 
Beurteilung friiherer Arbeiten zu beriicksichtigen. 


Diskussion 


Durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wird eine ganze Reihe 
von Fragen aufgeworfen. Vor allem fragt es sich, inwieweit der Begriff 
des Heteromorphismus — wie der der Involutionsformen sicher nur ein 
Sammelbegriff von wechselnder Bedeutung, aber als solcher von Nutzen— 


anwendbar und wieweit eine neue Definition desselben moglich oder 
notwendig ist. 
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Als heteromorph bezeichnet man heute praktisch alle die Formen, die 
infolge der Einwirkung irgendwelcher chemischer oder physikalischer 
Reize dem bei Anwendung der konventionellen mikrobiologischen 
Kulturmethoden — im allgemeinen — gefundenen und daher als ,,nor- 
mal‘ angesehenen optischen Erscheinungsbild der Mikroorganismen 
nicht entsprechen. BAaRTMANN u. HOPKEN (1956) unterscheiden hier zwei 
Hauptgruppen: 1. ,,Zellen, die in ihrer heteromorphen Form auch ver- 
~ mehrt werden kénnen“ (,,heteromorphe Vermehrungsform‘‘); 2. ,,Zellen, 
die mit den zur Verfiigung stehenden Methoden in ihrer heteromorphen 
Form nicht fortgeziichtet werden kénnen, sich aber, in ein giinstiges 
Nahrmilieu zuriickversetzt, wieder zur Normalform umbilden, wenn 
die Schadigung nicht zu lange einwirkt” usw. (,,heteromorphe End- 
formen“). 

Es ist klar, da8 eine solche rein morphologisch beschreibende Definition 
einseitig und verschwommen und auf die Dauer nicht zweckmafig ist. 
Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten ,heteromorphen™ Formen 
von Proteus vulgaris sind, was das phasenkontrastmikroskopische Bild 
anbelangt, zum Teil auch bei ,normalen‘‘ Naihrbodenbedingungen zu 
finden: lange Fadenformen (wenn auch kaum iiber 50 lang) in der 
Schwarmzone von Agar-Kulturen, kokkoide und sehr kleine Stabchen- 
formen (wenn auch in geringerer Zahl) in alternden Flissigkeitskulturen. 
Der Unterschied im morphologischen Befund ist also im einen Falle der, 
daB in fliissiger Kultur ahnliche Formen vorkommen, wie sie sonst nur 
bei Agar-Kultur zu beobachten sind, im anderen Falle ist er tiberhaupt 
rein quantitativer Natur. 

Andererseits sind diese Formumbildungen zweifellos in Parallele zu 
entsprechenden, durch die gleichen Reize ausgelésten Vorgangen bei 
anderen Mikroorganismen zu setzen, wo im ,,Normalfall‘ kein ,,hetero- 
morphes‘ Bild zu beobachten ist. Allerdings ist es auch schwer, eine 
klare Definition des ,Normalfalles zu geben, zumal, nachdem Hot.- 
MAN (1956) zeigen konnte, daf das Entstehen langer Bakterienformen in 
,normalen Kulturen auf H,0,-Vergiftung zurickzufithren ist. Die rein 
morphologisch beschreibende Definition enthalt also offensichtlich den 
Widerspruch, daB sie sich physiologischer Merkmale bedienen muB. 

Bei fortschreitender Hinsicht in das Wesen physiologischer Prozesse 
wird man auf dem Gebiet des Heteromorphismus zweifellos immer mehr 
zwischen den qualitativen und den quantitativen physiologischen 
Umwandlungen unterscheiden konnen und miissen, wobei freilich nicht zu 
iibersehen ist, daB zwischen diesen enge Beziehungen bestehen. In diesem 
Zusammenhang sei hier nur auf das Beispiel der Bakterien-L-Formen 
verwiesen, die nach LEDERBERG (1956) einzig durch das Fehlen einer 
Zellwand von den Ausgangsformen unterschieden sind, wobei jedoch 
nach KANDLER u. ZEHENDER (1957 ) nur solche Formen wieder zu dieser 
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zuriickkehren kénnen, die noch zur Bildung von «, e-Diaminopimelin- 
siure — und sicher auch einer Reihe weiterer Substanzen — in der Lage 
sind. 

Uberhaupt diirfte die Art der Beeinflussung fermentativer Prozesse, 
sowie die Frage der Reversibilitat derartiger Vorschlage fiir die Beurtei- 
lung der Erscheinungen des Heteromorphismus entscheidend sein. So 
wird man sich bei der Verwendung solcher Termini wie ,.Bakterien 
unter Hemmstoffwirkung™ stets dariiber im klaren sein miissen, daf es 
sich hierbei in erster Linie um Hemmung (und Enthemmung) bestimmter ~ 
Fermente und Fermentsysteme handelt. Wenn die Wirkung von Kobalt- 
Tonen bei Proteus vulgaris unter bestimmten Bedingungen (neben seiner 
Spurenelement-Wirkung) in erster Linie auf einer Hemmung des Cyto- 
chromsystems beruht (PETRAS 1957), so kann, obgleich die Wachstums- 
kurve eine solche Vorstellung vermittelt, in diesem Falle, streng genom- 
men, kaum von einer Hemmung des Bakteriums die Rede sein, wollte 
man nicht simtliche cytochromlosen oder gar alle anaeroben Mikro- 
organismen als ,,Hemmformen* auffassen. 

Wenn in der vorliegenden Arbeit hauptsachlich quantitative physio- 
logische Veraénderungen innerhalb der Bakterienkulturen beobachtet 
wurden, so ist damit doch keineswegs gesagt, daB solche von qualitativer 
Natur nicht vorlagen oder bei verlangerter Reizwirkung nicht hatten 
sichtbar werden kénnen. 

Tatsaichlich wurde in Lithium-haltiger Nahrlosung, besonders bei 
alteren Kulturen, verhaltnismaBig haufig die Abschniirung sehr kleiner 
kugeliger Gebilde beobachtet, die zum Teil an der Grenze des lichtoptisch 
erkennbaren lagen und damit kaum gréfer als die sogenannten ,,L,‘‘-For- 
men waren, deren Durchmesser Rusio HvuERTOS, KUsTEerR u. Fuata (1955) 
fiir Proteus mit 0,1—0,4 uw angeben. Sollten derartig kleine Bakterien- 
formen wirklich noch lebensfihig sein, so ergiibe sich zwingend die Frage 
nach deren DNS-Gehalt. Ist der DNS-Gehalt je Bakterienzelle in der 
stationiren Phase konstant, wie aus den oben angefiihrten experimentel- 
len Daten hervorzugehen scheint, und nimmt man fiir kokkoide Zellen 
von 1 Durchmesser ein DNS-Minimum von 4—5% des Trocken- 
gewichts an, so ist es verhiltnismaBig schwer, sich vorzustellen, wie die 
gleiche absolute Menge in den L,-Formen Platz finden soll, denn bei 
einem Durchmesser von 0,4 bzw. 0,1 / wirden diese nur 6,4 bzw. 0,1% 
des Volumens der kokkoiden Normalzellen besitzen. Einen den Vorgiingen 
bei der Sporenbildung entsprechenden Wasserentzug wird man hier mit 
Sicherheit ausschlieBen miissen! und selbst im theoretisch vielleicht 
moglichen Falle einer dichteren ,,Packung‘‘ miiBte die DNS nahezu das 
gesamte Zellvolumen der L,-Formen ausfiillen. Andererseits besteht die 


* Nach Frrz-Jamus (1955) enthalten itbrigens Sporen von Bac. cereus nur halb 
so viel DNS wie die vegetativen Zellen. 
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Moglichkeit der Vorstellung, daB nur ein Teil des Kernaquivalents der 
‘bakteriellen Form in die L,-Form eingeht. Die Reversibilitat dieses 
Prozesses, die zwar nicht fiir die ,,filtrierbaren‘’ Formen von KiLIENE- 
BERGER-NoBEL (1951, vgl. WINKLER 1956, S. 93), jedoch fiir nur wenig 
eroBere Formen sicher ist, beweist aber die Erhaltung der genetischen 
Substanz, so daB man zur Annahme einer Art ,,haploider‘‘ Phase gelangt. 
Beide angefiihrten Méglichkeiten wiirden Umstellungen von qualitativer 
Bedeutung voraussetzen, eine Vorstellung, die auch KANDLER, ZEHEN- 
DER u. MiLLER (1956) aus ihren Untersuchungen gewannen. 

Auch die oben beschriebenen Abschniirungen miissen in diesem Sinne 
gedeutet werden, sei es als degenerative Erscheinungen, sei es als Ent- 
wicklung in Richtung auf eine Art L-Formen. Ob und in welchem Mae 
weitere qualitative Veranderungen der Zellen der Beobachtung entgangen 
sind, mu8 dahingestellt bleiben. Da8 derartige Vorginge durchaus im 
Bereich des Méglichen liegen, zeigt allein schon eine Angabe von Hrrota 
(1956), wonach Mutanten von Escherichia coli K-12 unter dem Kinflu8 
von CoCl, den sexuellen ,,F+‘-Faktor verloren. Hier sei nur noch auf die 
Beobachtung von PreTscHMANN u. Ripper (1931) hingewiesen, dal sich 
bei Bac. mycoides durch Li- und Mg-Ionen eine Entmischung der feulgen- 
positiven Substanz auslésen laft, die mit dem Verlust der Teilungs- 
fahigkeit der Zellen verbunden ist. Eine solche Entmischung konnten 
auch HacEporn (1955) bei Streptomyces aureofaciens mit verschiedenen 
Alkali- und Erdalkali-Ionen und Preusser (1958b) bei dem hier ver- 
wendeten Proteus-Stamm 556 mit Kochsalz erzielen. Entsprechende 
Erscheinungen wurden von WurIrrrELD u. Murray (1956) bei einer Reihe 
von Bakterien- und Hefearten eingehend untersucht und auf einen Elek- 
trolyteffekt an der sich als anionisches Gel verhaltenden hochpolymeren 
DNS zuriickgefiihrt. Nach den Angaben der zitierten Autoren. ist die 
Elektrolytwirkung sehr unterschiedlich, so dab je nach dem Grad der 
Hemmstoffwirkung natiirlich auch Unterschiede in der Art der Be- 
einflussung des Nucleinsdure-Stoffwechsels zu erwarten sind. 


Zusammenfassung 


Untersuchungen des Nucleinsiéure-Haushalts von Proteus vulgaris 
Hauser ergeben bei Kultivierung unter den Bedingungen stark herab- 
gesetzten Sauerstofizutritts auch nach dem Ende der logarithmischen 
Wachstumsphase in den Grenzen der methodischen Fehlerbreite ein- 
deutige MeBwerte; die durch Gegenwart groferer O,-Mengen bedingten 
Autolyse-Erscheinungen komplizieren demgegeniiber die Analyse er- 
heblich. 

Zwischen Zellform und Nucleinséure-Gehalt von Proteus vulgaris be- 
stehen klare Beziehungen: 
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1. Bei Verkleinerung der Kinzelzellen erhdht sich der Desoxyribo- 
nucleinsiure-(DNS-)Gehalt gegeniiber dem Ribonucleinsaure-(RNS-)Ge- 
halt, sowie die DNS-Menge je Trockengewichtseinheit; Zellverdickungen 
und -schwellungen stehen dagegen — abgesehen von Autolyseformen — 


mit den umgekehrten Verhaltnissen in Zusammenhang; hieraus wird | 


geschlossen, da jede lebensfaihige, nicht im Wachstumsstadium be- 
griffene Einzelzelle des untersuchten Bakteriums eine konstante Menge 
DNS enthalt. 

2. Bei Bildung von Fadenformen (mit einer beobachteten maximalen 
Lange von etwa 70) andern sich Nucleinsiure-Gehalt je Trocken- 
gewichtseinheit und DNS/RNS-Verhaltnis gegeniiber einer entsprechen- 
den Kultur ,,normaler‘‘ Einzelzellen nicht in signifikanter Weise; diese 
Feststellung fiihrt zu der Annahme, daf die untersuchten Zellfaden aus 
einer groBen Zahl einzelner Zellaquivalente von der ungefahren GrdBe 
,normaler‘’ Einzelzellen bestehen. 


Fir wertvolle Hinweise und praktische Unterstiitzung danke ich Herrn Prof. 
Dr. A. Rrppet-Baupes, Frau Prof. Dr. A. Wryxuer, Herrn Prof. Dr. R. Mnyer und 
Herrn Dr. habil. H. Woratz. 

Ausgefiihrt mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft. 
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Uber die Verwertung von Huminsauren 
als Nihrstoff quelle durch Mikroorganismen * 


Von 
HANSJORG SCHONWALDER 


Mit 14 Textabbildungen 
(Hingegangen am 13. Februar 1958) 


Die Frage nach der Bedeutung der Mikroorganismen fiir den Abbau der Humus- 
stoffe ist immer noch nicht geklart (FLara u. Scumipr 1957; hier auch eingehende 
Literatur). Bei der Frage nach den Humusanteilen, die abgebaut werden kénnen, 
erregten die Huminsauren mit ihrem Gehalt an biologisch sehr resistentem Stick- 
stoff besonderes Interesse. Nach Stcutrne (1922) und Rrepew (1931) liegt dieser 
zumindest zu einem Teil in heterocyclischer Bindung vor, wodurch seine schwere 
Angreifbarkeit zu erklaren ware. In neueren Arbeiten (Laarscu 1951; LAaTscH u. 
Mitarb. 1953; BremNeR 1955; OkupDA u. Mitarb. 1954) wird auch itber das Vor- 
kommen von Aminostickstoff berichtet. RrppEt (1950) und Ktsrmr (1950) sprachen 
die Ansicht aus, daB besonders Proactinomyceten fiir den Huminsaureabbau in Frage 
kommen kénnten; denn diese sind gerade als Zersetzer heterocyclischer Stickstoff- 
verbindungen bekannt (v. Horvatu 1944; v. PLorHo 1950; Rippet 1950). 


In Anlehnung an diese Gedanken und Arbeiten sollte in vorliegender | 
Arbeit versucht werden, geeignete Mikroorganismen, insbesondere 


Proactinomyceten, zu finden, um deren humuszersetzenden Stoffwechsel 
zu untersuchen. 


Methodik 


1. Herkunft der Huminstiiuren 


Als Untersuchungsmaterial wurden drei Huminsauren verschiedener Herkunft 
verwendet; Tab.1 zeigt die Zusammensetzung. 

Huminsaure A. Sie wurde aus 15 kg Schwarzerde der Ziegelei Krone in Asel bei 
Hildesheim in Anlehnung an die Methode von Kiamrorn (1954) extrahiert. Eine | 
genaue Beschreibung der Erde mit farbiger Profilabbildung findet sich bei MicKEN- 
HAUSEN (1957). Diese relativ milde Methode schien unter den zahlreichen in der 
Literatur angefiihrten Moéglichkeiten fiir die angestrebten Untersuchungen am 
besten geeignet zu sein. Da besonders auf die ,,Grauhuminsaiure‘ Wert gelegt wurde, 
wegen ihres hoheren Stickstoffgehaltes gegeniiber der ,, Braunhuminsaure‘t (RIPPEL 
1955), wurde die oben genannte Erde verwendet. Der Arbeitsgang ahnelte weitest- 
gehend dem von Kiamrorn (1954) und wird daher nicht weiter geschildert. Als 
Kontrollméglichkeit bei der Fraktionierung und der Extraktion erwies sich der 
Farbquotient nach Wer (1955) als geeignet, wenngleich auch die dort angegebe- 
nen Grenzen fiir die Fraktionen nicht genau eingehalten wurden. 


* Auszug aus der gleichlautenden Dissertation der Mathematisch-Naturwissen- 
schaftlichen Fakultat der Universitat Gottingen, November 1957. 
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Nach der Fraktionierung wurde die G-Fraktion (Grauhuminsiure) einer 
-20tagigen Dialyse in dest. Wasser durch Cellophan-Dialysierschlauche (Kalle u. Co., 
Wiesbaden) unterzogen (Souct 1938), um Elektrolyte méglichst zu entfernen. Trotz 
dem noch vorhandenen hohen Ascheanteil von 70% wurde auf eine weitere Reini- 
gung verzichtet, zumal nach Fiate u. Scumipr (1957) diese Beimengungen fiir die 
Verwertbarkeit der Huminsauren als Nahrstoffquelle kaum von Bedeutung sein 
ditrften. 

Huminsaure B. Die bei der Firma Riedel de Haén erhaltliche Huminsaure 
wurde bis zur Sattigung in 0,1 n Natronlauge gelést. AnschlieSend wurde 1 Std 
bei 6000 U/min zentrifugiert und die iitberstehende Lésung verwendet. 

Huminsdaure ©. Hier handelt es sich um eine synthetische, elektrophoretisch 
gereinigte Huminsaure, die aus Chinonen und Ammoniak hergestellt wurde und nur 
heterocyclischen Stickstoff enthalt?. 


Tabelle 1. Analysenwerte der drei Huminsduren A, Bund C 


Trocken- Elementar- 


Aschegehalt F ‘ 
Humin-}| FQ 4/6- pubstanz in Prozent oun at a en bed 
siiure Wert des Gesamt- | der organischen Substanz 
in praparates 
mg/ml Prozent Cc | N | H 
Snes ne ee RE ee Se 
A 2,9 41,28) 4,0 70,37 iW ayeull 43,1 2,97 6,7 
B 343) 32,8 Sh 8,9 iO) Bu 54,89 | 0,54 1933 
C Mealy) 20,0 2,0 i; 12321 Ole 3,58 4,0 


2. Herkunft der Untersuchungsstamme 


Insgesamt wurden 18 verschiedene Stamme auf ihre Fahigkeit der Huminsaure- 
zersetzung untersucht. Die Stamme 1 bis 9 sind Nocardia-Arten und stammen aus 
der Institutssammlung, ebenso Nr. 70 (Hefe Frohberg) und 71 (Bac. ubtilis). Von 70 
aus Schwarzerde, Kasseler-Braun und Luft isolierten Stammen wurden weitere 
7 Stamme ausgewahlt: Nr. 1/ und 13 = Hefen, rot; Nr. 12 und 38 = Micrococcus 
spec.; Nr. 40 und 67 = Corynebacterium spec.; Nr. 66 = N, ocardia spec. 


3. Kultur- und Analysenmethoden 


a) Folgende Nahrlésung wurde verwendet: Glucose 1—2%; K,HPO, 0,06% ; 
KH,PO, 0,04% ; MgSO, 0,02%; NaCl 0,01% ; Humat wechselnd; po = 6,8—7,0. 
Diese Nihrlésung stellt ein Puffergemisch dar, welches vorteilhaft schien, um eine 
eventuelle Ausflockung zu verhindern, was bei der Elektrolytempfindlichkeit der 
Grauhuminsiure ratsam war. Als Chemikalien wurden allgemein E. Merck ,,p.a.“ 
oder ,,reinst‘ Praparate oder solche von Riedel de Haén verwendet. 

b) Bestimmungen des Gesamtstickstoffs mit einer Kjeldahlapparatur nach 
Parnass gemacht: 10 ml Nahrlésung (1 Std bei 6000 U/min zentrifugiert) wurden 
mit 10 ml H,SO, konz. und einer Spatelspitze Selenreaktionsgemisch versetzt und 
verascht, das iiberdestillierte Ammoniak in 10 ml einer 2% igen Borsiure-Vorlage 
aufgefangen und anschlieBend mit n/50 HCl bis zum Farbumschlag titriert 
(K.Pauca, M. Tracy 1956). Bestimmung des Ammoniakstickstoffs nach WIESSMANN 


(1926) durch Destillation mit MgO. 


1 Fir die Zurverfiigungstellung des Huminsaurepraparates sowie fiir die jeder- 
zeit gewahrte Unterstiitzung und das gezeigte Interesse danke ich dem Agrikultur- 
chemischen Institut der Universitat Gottingen vielmals. 
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c) Glucosebestimmungen nach LeEHMaNN-MAQUENNE-SCHOORL (G. KLEIN 
1932). Um eine Zuckerbestimmung auch in der dunkelgefarbten Humatnahrlosung 
vornehmen zu kénnen, war eine Vorbehandlung notwendig: 25 ml wurden mit drei 
Tropfen konz. Salzsaure p. a. angesiuert und die ausgeflockte Huminsaure abzentri- 
fugiert. 5 ml dieser klaren, leicht gelblichen Lésung wurden mit Natronlauge wieder 
neutralisiert und dann fiir die Bestimmung verwendet. : 

d) Gaswechselmessungen (Sauerstoffverbrauch) in der Warburgapparatur 
(Modell V; Braun Melsungen). Doppelcapillarmanometer wurden mit GefaBen mit 
zwei seitlichen Ansitzen versehen. Die Sauerstoffaufnahme der Organismen wurde 
nach x = h-k (h = Druckdifferenz; k = GefaB®konstante) bestimmt (UMBREIT | 
1951). Die gebildete Kohlensiure wurde durch 20% ige Kalilauge absorbiert. Bei 
der -- KOH-Methode zur Feststellung der CO,-Bildung wurde statt der Lauge die 
gleiche Menge dest. Wasser verwendet. Versuchstemperatur stets 28° C. 

Die Impfsuspension wurde wie folgt hergestellt: Die Stamme wurden 48 Std auf 
Schragroéhrchen vorkultiviert (0,5% Glucose, 0,5% Pepton; 2% Agar; 0,5% 
Humat zwecks Gewohnung an das Medium; py = 6,9). Nach dieser Zeit wurden die 
Organismen mit 10 ml Pufferlésung nach SOHNGEN po = 6,9 (JAHNKE 1946) abge- 
schwemmt und zweimal durch Zentrifugieren ausgewaschen. Die nachfolgende Auf- 
schwemmung wurde mit einem Leitz Kompensationsphotometer (Filter 495) 
densitometrisch auf eine Konzentration von 1 mg Trockensubstanz je ml einge- 
stellt. Zu diesem Zweck waren fiir alle Organismen EHichkurven hergestellt worden 
(RADLER 1955). Zur Kontrolle wurden jedesmal noch Trockensubstanzbestimmun- 
gen auf die iibliche Weise durchgefiihrt und vorhandene geringe Schwankungen 
spater rechnerisch ausgeglichen. Nach erfolgter Einstellung mit Pufferlosung wurde 
die Impfsuspension so verwendet. 

Die GefaBe wurden mit 2 ml Naihrlésung beschickt, deren Konzentrationen auf 
die Endflitssigkeitsmenge von entweder 3,2 ml oder 3,8 ml bezogen waren. Hinzu- 
gefiigt wurden 0,5 ml der Impfsuspension (0,5 mg TS) und in die Seitenarme ent- 
weder 0,7 oder 1,3 ml einer konz. Humatlésung. In das Zentralgefai wurden 0,2 ml 
20% ige Kalilauge gegeben oder 0,2 ml dest. Wasser bei der + KOH-Methode. Aus-— 
gewertet wurden die stiindlichen Zuwachsraten der Atmung. Uber Besonderheiten 
der Zugaben wird an entsprechender Stelle berichtet. 

e) Die Kolbenversuche wurden in 11 Erlenmeyerkolben vorgenommen, die 
100 ml der angegebenen Nahrlésung mit 1% Humat (bezogen auf das Trocken- 
gewicht) und 1% Glucose enthielten. Mehrere solcher Kolben und eine Kontrolle 
(ohne Humat) fiir jeden Stamm wurden gleichmifSig beimpft und anschlieBend 
9 Tage auf der Schiittelmaschine bei 28° C bebriitet. Eine optimale Durchliiftung _ 
war somit gegeben. Nach 9 Tagen Versuchsdauer wurde der Verdunstungsverlust 
durch Auffiillen mit dest. Wasser auf die Ausgangsmenge ausgeglichen und dann— 
die einzelnen Bestimmungen vorgenommen. : 

f) Spektralmessungen mit einem Beckman Spektralphotometer Modell DU. 

£) pu-Messungen soweit méglich mit Lyphanpapier oder sonst mit dem pq- 
Meter, Metrohm-MeBgerit (‘Typ E 196, Glaselektrode). 

h) Zellzihlungen mit einer Leitz-Zahlkammer nach NEupaver. Aus drei 
Kammerfiillungen wurde der Mittelwert errechnet. 

i) Die Elementaranalysen wurden durch Herrn Dr. Prunpr im Anorganisch- 


Chemischen Institut der Universitat Gottingen ausgefithrt, wofiir an dieser Stelle 
vielmals gedankt sei. 


Alle Versuche wurden grundsiitzlich dreimal vorgenommen und nur 
ausgewertet, wenn sie tibereinstimmende Ergebnisse zeigten. In den 
Abbildungen ist jeweils ein einzelner Versuch wiedergegeben. 


Uber die Verwertung von Huminsauren 165 


Bestimmung der Humuszersetzung durch Atmungsmessungen 


Nur vereinzelt sind in der Literatur Angaben tiber die GroBenordnung 
des Humusabbaues zu finden, wie vor allem iiber den Stickstoffschwund 
(Kuster 1950 sowie Fraie u. Scumrptr 1957). K6B6 u. Mitarb. (1953) 
sowie BRoADBEUT (1947/48) zogen auch die Atmung mit heran. Higen- 
tiimlicherweise ist kein Hinweis tiber die Verwendung der Warburg- 
apparatur fiir solehe Messungen zu finden. Diese Méglichkeit wurde nun 
aufgegriffen. 

1. Abiologische CO,-Entwicklung aus Huminstoffen 

Es sei zuerst auf eine Erscheinung aufmerksam gemacht, die bei der 
Herausarbeitung der Methodik beobachtet wurde. Bei den Versuchen im 
Erlenmeyerkolben erwies es sich als notwendig, alkalisches Humat A zu 
verwenden, da dieses molekulardisperser ist als die nach der Dialyse 
schwachsaure, kolloidale Huminsiurelésung, aus der die Mikroorganis- 
men nur auerordentlich schwer und unvollstindig abzuzentrifugieren 
gingen. Um bei den Versuchen gleiche Voraussetzungen zu haben, wurde 
auch im Warburg alk. Humat (py = 8,5) zur beimpften Nahrlosung 

_gegeben. Der py-Wert anderte sich durch die Pufferung nicht. Hier zeigte 
sich aber, besonders bei den Versuchen ohne KOH bei der -+- KOH- 
Methode, im Gegensatz zum dialysierten Humat, in der ersten Stunde 
nach der Zugabe keine Gasvolumenabnahme durch erhéhten Sauerstoff- 
verbrauch, sondern eine Zunahme, d.h., es muBte ein Gas gebildet 
worden sein. Ein unbeimpfter Blindversuch erbrachte den gleichen 
Effekt, d.h. es konnte sich nicht um einen physiologischen Vorgang 
handeln. Es sollten nun Art und Herkunft des Gases ermittelt werden. 


Es wurden parallel drei Gruppen von WarburggefiBen wie beschrieben beschickt, 
nur daB an Stelle der Impfsuspension 0,5 ml Pufferlésung gegeben wurde: 1. mit 
KOH, 2. ohne KOH, 3. mit KOH und 20% iger alk. Pyrogallollésung. Der ganze 
Versuch wurde wegen der Pyrogalloll6sung unter Stickstoffatmosphare durchge- 
fiihrt. Nach einer Anlaufzeit wurde das Humat zugegeben. Der Versuchsverlauf ist 
aus Abb.1 zu ersehen. Die Kontrolle wurde nicht eingezeichnet; sie bewegte sich 
immer knapp iiber oder unter dem Nullpunkt. Die Werte wurden auf 1 ml Humat 


umgerechnet. 


Die gréBte Gasbildung (Abb. 1) zeigte das Gefi®B ohne KOH, dagegen 
die GefiBe mit KOH und mit KOH + Pyrogallol die naichst héheren 
Werte. Bereits nach 15 min war die Reaktion beendet, und der 
Kurvenverlauf entsprach nach 30 min weitgehend wieder dem Normal- 
zustand. Aus der groBen Differenz zwischen den Kurven mit und ohne 
KOH ist zu ersehen, da es sich bei der Gasbildung zum groften Teil 
um CO, handeln muf. Die ibrige Gasmenge enthalt zum geringen Teil 
noch O,, wie aus der Differenz zur Kurve mit Pyrogallol hervorgeht. 
Wenn man den Minusausschlag der beiden Kurven mit KOH mit be- 
ricksichtigt, und vom Plusausschlag in Abzug bringt, so bleibt keine nen- 
nenswerte Differenz mehr zwischen CO, + O, und der Gesamtgasmenge. 
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Um die Frage nach der Herkunft der gemessenen Gasmengen klaren 
zu kénnen, war es notig, eine mégliche Fehlerquelle auszuschlieBen, nam- 
lich die Natronlauge, die als Lésungsmittel gedient hatte. Es bestand die 
Méglichkeit einer CO,-Bindung derselben aus der Luft durch langeres 
Stehen. Ein Blindversuch verlief negativ. 

Von den beiden anderen Huminsiuren B und C lie die Huminsaure B 


keinerlei Gasbildung erkennen. Die Huminsaure C dagegen zeigte eine 
nahezu gleichartige Reaktion wie 


Huminsaiure A. Ihre um 60% 
hdheren Ausschlége beruhen auf 
ihrem héheren Huminsauregehalt 
gegeniiber der Huminsiure A 
(Tab. 1). Diese Ubereinstimmung 
diirfte auf eine gewisse Ahnlich- 
keit der beiden Huminsauren 
schlieBen lassen. Auf eine kurven- 
mafige Darstellung des Versuches 
mit Huminsaure C wurde wegen 
dieser Ubereinstimmung _ ver- 
zichtet. 

Eine Klarung tiber die Her- 
kunft des CO, konnte nicht erzielt 


Gasvolumengnderung/7 m\ alk.Aumat/7s Min 


05a 45.00 75. 90 JosVineg ~4~=©«© Werden. — Bei den Warburg- 

Abb.1. Abiologische Gasbildung bei Huminsiiure A Versuchen wurde daher keine al- 

alkcatsch.n ie ohne KOH, +---~= > mit kal. Humatlésung verwendet. Ein 
KOR SAS Para A mit KOH und Pyrogallol yaa” ° 8 ¥ 


Unterschied in der effektiven 
Atmungssteigerung bei der Verwendung von neutralem oder alkal. Humat 
konnte nicht festgestellt werden. 


2. Huminstoffe als Stickstoffquelle 


Von den 18 untersuchten Stémmen seien hier nur 9 behandelt, die 
durch ihr Verhalten besonders hervortraten. Die Huminsiure C wurde 
nur gegen diese 9 Kulturen getestet, da nur begrenzt Substanz vorhanden’ 
war, 


Die Humatzugaben zur 2% Glucose enthaltenden Nahrlésung im WarburggefaB 
betrug fiir: Huminsiure A = 0,7 ml = 0,9% ige Endlésung mit 0,26 mg N/3,2 ml; 
Huminsaiure B= 1,3 ml (wegen des geringeren N-Gehaltes) = 0,21 mg N/3,2 ml; 
Huminsiure C = 0,7 ml = 0,5 mg N/3,2 ml Nahrlésung. Das Humat war die 
alleinige N- Quelle. 

Auf Grund der Analysenwerte der verschiedenen Huminsiuren, waren fiir die 
Huminsiuren A und C am ehesten iibereinstimmende Ergebnisse zu erwarten, 
wihrend fiir Huminsiure B mit abweichenden Werten gerechnet werden muBte. A 
und C waren auf Grund ihrer Gewinnung und ihrer Analyse als Grauhuminsauren 
anzusprechen, B dagegen als Braunhuminsaure. In den Abb.2—10 werden die Ver- 
suchsergebnisse dargestellt. Lediglich fiir die Versuchsreihe mit Huminsiaure G (C) 
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wurde die Kontrolle (K) eingezeichnet; denn bei den zwei anderen Versuchsreihen 
_(A und B) verhielten sich diese gegeniiber den Kurven mit Humatzugabe analog der 

von Versuchsreihe C. ‘ 
Bei fast allen Stémmen ist ein Atmungsanstieg der Atmung nach 
erfolgter Humatzugabe zu beobachten, wenngleich das Kurvenbild bei 
den einzelnen Stammen recht unterschiedlich ist. Stamm J, Nocardia 
citrea 2 (Abb.2) ist in seiner Reaktion besonders ausgeprégt, was bei 
seiner Fahigkeit zur Nicotinzerset- 


il zung, d. h. der Verwertung von 
BAe | L heterocyclischem Stickstoff, zu er- 


hoffen war (v. PLorHo 1950). Ob- 
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Abb.2. Stamm 1, Nocardia citrea (N-Ausnutzung). Fir die Abb.2—13 gilt: A Humat A; B Humat B; 
C Humat C; K Humat C Kontrolle. Beim Vergleich der Abbildungen ist zu beachten, daB die 
Ordinate aus Griinden der Raumsparung auf verschiedener Hohe beginnt 


Abb.3. Stamm 6, Nocardia rubra (N -Ausnutzung) 


so viel betrug wie bei der Huminsaure A, erreichte die Atmungssteigerung 

einen mehr als doppelt so hohen Wert, was darauf schlieBen laRt, daB fiir 
Stamm J die Huminsiure C am besten zu verwerten war. Dagegen zeigte 
Huminsaure B die schlechteste Ausnutzungsméglichkeit. 

Abb.3 zeigt das Verhalten eines weiteren Nocardia rubra-Stammes 
(Nr. 6), welches dem von Stamm J grundsatzlich ahnlich war, wenn auch 
die Maxima der Atmungssteigerungen erheblich niedriger liegen. Ab- 
weichend ist nur Huminsaure B, bei der keinerlei Ausnutzung des Stick- 
stoffs durch diesen Stamm festzustellen war. Die Tatsache, daf die 
Atmung der ruhenden Kultur erheblich héher lag als bei den tbrigen 
zwei Versuchen, war auf das Ergebnis ohne Einfluf. 

Die Abb.4 u. 5 zeigen die Hefe-Kulturen 11 und 13, die tiberraschen- 
derweise eine deutliche Huminsiure-Stickstoff-Verwertung aufweisen. 


9 
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Ein Hinweis dafiir, daB auch Hefen unter Umstainden fiir die Humus- 
zersetzung in Frage kommen kénnen, findet sich bei THIELE (1953)*. Beide 
Stamme zeigten eine Atmungssteigerung sowohl fiir die Huminsaure A als 
auch fiir die Huminsiiure C, wobei sie fiir C wiederum mindestens doppelt 
so hoch lag wie fiir A. Gegeniiber der Huminsaure B verhielten sich diese 
Hefen unterschiedlich, denn Stamm // zeigte nur eine sehr geringe At- 
mungssteigerung, wahrend sie fiir 
Stamm 13 gr6Ber war, doch die 
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Abb.4. Stamm 11, Hefe (N-Ausnutzung) Abb. 5. Stamm 13, Hejfe (N-Ausnutzung) 


Bei Stamm 12 (Abb.6) handelt es sich um einen Micrococcus spec. 
dessen Humusausnutzung in jedem Falle sehr gering war. Dennoch wies 
die Huminsiure C wieder den relativ héchsten Atmungsanstieg auf, da- 
gegen die Huminsaure B den geringsten. Auch der zweite Micrococcus 
Stamm 38 (Abb.7), erwies sich als ziemlich unfaihig zur Stickstoffaus- 
nutzung. Auffallend war hier jedoch, dai die Huminsiure C die schlech- 
teste Atmungsreaktion zeigte, wihrend bei der Huminsiure A eine an- 
nahernd 100% ige Steigerung zu beobachten war. 

Stamm 40,ein Corynebacterium (Abb.8) verhielt sich inder Ausnutzung. 
der einzelnen Huminsiureproben gleichartig wie die meisten tibrigen 
Stémme, d.h. die Huminsiure B war am wenigsten zu verwerten. Anders 
lagen die Verhialtnisse bei einem zweiten isolierten Corynebacterium, 
Stamm 67 (Abb.9). Hier erbrachte die Huminsiure A abweichend von 
den bisherigen Ergebnissen ein schlechteres Nahrstoffvermégen als die 
Huminsiure B. Die HuminsiiureC wird hier ebenfalls wieder am besten 


verwertet, und zwar iiberden zu erwartenden Rahmen von verdoppelten 
Werten hinaus. 


* Anmerkung bei der Korrektur. Kultur- und Wildhefen kénnen Phenol abbauen 
[R. ZIMMERMANN, Naturwissenschaften 45, 165 (1958) ]. 
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Ein abweichendes Bild hat Stamm 66, Nocardia spec. (Abb.10). Er 


lag einmal bereits bei der Ruheatmung erheblich tiber den Werten samt- 


licher anderen Kulturen, reagierte zum anderen aber auch anders auf die 
Huminsaurezugabe. Die Atmung stieg stark und schnell an und erreichte 
nach einer bzw. zwei Stunden bereits ihr Maximum, um sogleich wieder 
stark abzufallen. Nach einigen Stunden erreichte sie in jedem Falle 
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Abb.8. Stamm 40, Corynebacterium spec. (N-Ausnutzung) 


wieder den Ausgangspunkt. Dennoch lag die Atmungsintensitat ttber der 
jeweiligen Kontrolle, da auch diese wahrend der Versuchsdauer nicht 
unerheblich sanken. Wie bei den iibrigen Stémmen zeigte die Humin- 
sdure B die geringste Wirkung und die Huminsdure C den héchsten Wert. 
Um die Méglichkeit eines durch die Humatzugabe hervorgerufenen 
physiologischen Effektes auszuschlieBen, wurde dem Stamm 66 eine 
normale N- Quelle geboten. Sein Verhalten war gleichartig. 

Ein Vergleich der besprochenen und der itibrigen Kulturen zeigt ein 
sehr wechselndes Bild. Insbesondere bei den Nocardia-Arten war ein 
schneller Atmungsanstieg nach erfolgter Humatzugabe zu verzeichnen. 
Die Hefen nahmen eine gewisse Mittelstellung ein, dagegen waren die 
anderen Stamme langsamer in der Lage, den gebotenen Stickstoff aus- 
zunutzen, 

Um zu quantitativen Aussagen tber die Stickstoffausnutzung im 


Warburgversuch zu gelangen, wurde versucht, Beziehungen zwischen 
12* 
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Atmungssteigerung und Trockensubstanzbildung bei einer normalen 
Stickstoffquelle herzustellen und die Ergebnisse auf den Humatstickstoff 
zu iibertragen. An Hand der Berechnungen, ausgehend von einem 
N-Gehalt der Trockensubstanz von 1:12,5, was nur sehr bedingt 
angenommen werden darf, errechnen sich Werte von 2—10%iger 
N-Ausnutzung. 
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Abb. 9. Abb. 10. 
Stamm 67, Corynebacterium spec. (N-Ausnutzung) Stamm 66, Nocardia spec. (N-Ausnutzung) 


3. Huminstoffeals Kohlenstoffquelle 

In letzter Zeit bejahte Ktstrer (1950) die Méglichkeit einer Kohlen- 
stoffverwertung, waihrend Fuaia u. Scamipt (1957) dies fiir Pilze (Peni- 
cilium-Arten) verneinen muften. Die Huminséure wurde bei meinen 
Versuchen in der tiblichen Menge zu einer Kohlenstoff- und Stickstoff- 
freien Nahrldsung gegeben, in der sich die Organismen befanden. Diese 
Versuche konnten wegen Materialmangel nicht mit der Huminsaure C 
durchgefiihrt werden. 

Von den 18 Organismen zeigten lediglich zwei eine deutliche Reaktion 
auf die Huminsiure-A-Zugabe, und zwar die Stémme 45 (Noc. rubra, 
Abb.11) und 9 (Noc. spec., Abb.12). Eine Zugabe von NH,Cl als 
N-Quelle mit Beginn des Kurvenabfalls blieb ohne Ergebnis. Der ver- 
fiigbare Kohlenstoff war verbraucht, ein Wachstum daher nicht mehr 
moglich und die Atmung kehrte zur Hohe einer ruhenden Kultur zuriick. 

Aus der somit anzunehmenden Kohlenstoffverwertung erwachst die 
Frage tiber deren AusmaB, d.h. tiber das Ausma8 der Oxydation des 
Huminsiuremolekiils. Aus der Elementaranalyse (Tab. 1), erganzt durch 
einen Sauerstoffmittelwert nach Sovuct (1938, 8.59) ergibt sich die 
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Summenformel: C,,H,N,0,,. Aus der Humatzugabe, unter Abzug des 
Ascheanteils, und dem Sauerstoffverbrauch in Form des Atmungsan- 

stieges laBt sich die Oxydation des Kohlenstoffs zu CO, errechnen. LaBt 

man den im Molekiil vorhandenen Sauerstoff unberiicksichtigt, so ergibt 

sich fiir Stamm 5 eine 1,4%ige Oxydation des Gesamtkohlenstoffs, bzw. 

2,4%ige des Kohlenstoffs, der nach Oxydation durch den im Molekil 

vorhandenen Sauerstoff verbleiben wiirde. Fiir Stamm 9 lauten die ent- 
-sprechenden Werte 1% und 1,3%. Es zeigt sich, dafi der Kohlenstoff der 
Huminsaure nur sehr gering verwertbar sein kann. 
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Abb.11. Stamm 5, Nocardia rubra Abb.12. Stamm 9, Nocardia spec. 
(C-Ausnutzung) (C-Ausnutzung) 


Bei gleichgerichteten Versuchen mit Huminsdure B ergaben die Mehr- 
zahl aller Stamme eine mehr oder weniger groBe Reaktion, besonders die 
Nocardia-Kulturen. Jedoch war der Prozentsatz des oxydierten Kohlen- 
_ stoffs hier durch den viel hoheren Kohlenstoffgehalt erheblich geringer, 
so daB von einer Kohlenstoffausnutzung kaum gesprochen werden kann. 


4. Versuche mit Mischkulturen 


Den Gedanken von Pontowrrscu (1938) und Scumatruss (1941) 
folgend, sollte das Wachstum einer Mischkultur untersucht werden. Wie 
beschrieben wurden von den folgenden Stémmen 1 mg TS/ml ent- 
haltende Impfsuspensionen hergestellt: Nr. 7, 2, 6, 8, 11, UB iley, aye%, CD), 
66, 67, 70. Diese 12 Impfsuspensionen wurden zu gleichen Teilen ge- 
mischt. Eine probeweise Trockensubstanzbestimmung ergab erwartungs- 
gemiB 1 mg/ml. Die beimpften WarburggefaBe wurden mit 0,7 ml 
Huminsiure A oder 1,3 ml Huminsiure B oder 0,7 ml Huminsaure C 
beschickt, also mit Glucose, aber ohne besondere N-Gabe. Aus Abb. 13 
ist der Versuchsverlauf zu ersehen. Im Vergleich zu den Reinkulturen 
(Abb. 2—10), liegt die reine Glucoseatmung der Kontrolle schon hoher, als 
ausdem Durchschnitt beiden anderen Kurven zu erwarten ware. Auch die 
Maxima liegen bei allen drei Huminsduren héher, als sich der Mittelwert 
errechnen lieBe. Die alle anderen Staémme an Intensitat iibertreffende 
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Atmung des Stammes66 kann fiir diese Anhebung nicht voll verantwort- 
lich gemacht werden, denn der Anteil an diesem Organismus ist im Ver- 
haltnis zur erfolgten Atmungsintensivierung zu gering. Vielmehr scheint 
es sich um eine echte Steigerung schon der Glucoseatmung zu handeln, 
aber auch um eine mégliche Steigerung der Stickstoffausnutzung durch 
die Mischkultur. In bezug auf diese scheint sich die Ansicht von PonTo- 
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Abb.13. N-Ausnutzung durch Mischkultur 


WITSCH zu bestitigen, wenngleich 
auch im Gegensatz zu ihm eine Aus- 
nutzung durch Reinkulturen als ge- 
geben angesehen werden muBf. 


5. Wirkung des ; 
Aschegehaltes der Huminstoffe 
Auf Grund des hohen Aschegehaltes 
der Huminsaure A von 70% war eine Prii- 
fung des Einflusses durch diese notwendig, 
Zu diesem Zweck wurde Huminsiure A 
im Muffelofen verascht und dann eine 
Ascheaufschlammung hergestellt, die in 
0,7 ml die gleiche Aschemenge enthielt, 
wie die aquivalente Menge Humat. Die 
Huminsiureasche erwies sich als physio- 
logisch und auch als Nahrstoff auf die 
Atmung wirkungslos. Dieses Ergebnis 
stimmt mit dem von Friare u. ScHmIpT 
(1957) iitberein. 


6. Versuche mit Sandkulturen 
Im Gegensatz zu den in der Natur vor- 
liegenden Verhaltnissen wurde bei allen 
Versuchen in fliissigem Medium gearbeitet. 
Um sich den natiirlichen Gegebenheiten 


im Boden wieder anzunaihern, wurden Atmungsmessungen mit zur Nahrlésung zuge- 
gebenem, gesiebtem, gegliihtem und gewaschenem Quarzsand durchgefithrt. Die 
gegebene Menge betrug 10g je Gefai® und reichte aus, um die Nahrlésung voll- 
stindig auf die Oberfliche des Sandes zu verteilen. Mit der guten Oberflachenver- 
teilung war auch eine optimale Durchliiftung gewahrleistet. Gepriift wurden mehrere 
Stamme. Kine einwandfreie Veranderung der Atmungskurven war nicht festzustellen 
und konnte nicht gesichert werden. K6n6 u. Mitarb. (1953) fithrten ihre Versuche 
ebenfalls mit Quarzsand durch. 


Wachstumsversuche in Erlenmeyerkolben 
Nachdem die Versuche in der Warburgapparatur durch die Atmungs- 


messungen deutliche Hinweise fiir eine Huminsiureverwertung erbracht 
hatten, sollte in gréBeren Ansiitzen versucht werden, genauere Angaben 
liber die GréBenordnung zu erhalten. 


Bei der Ausarbeitung der Methodik ergaben sich mannigfaltige Schwierigkeiten. 


Auf Grund der starken Eigenfarbung der Nahrlésung durch das Humat, schied eine 
optische Wachstumsmessung, wie eine Tritbungsmessung, aus. Auch die Trocken- 
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gewichtsbestimmung erwies sich als nicht méglich, und zwar aus zweierlei Griinden. 
_ Durch die anorganischen Beimengungen der Huminsaure ergaben sich trotz vollig 
gleichartiger Behandlung erhebliche Schwankungen, so daB die Werte nicht als ge- 
sichert angesehen werden kénnen. Der zweite Grund hatte die kolloidale Beschaften- 
heit der Huminsauren als Ursache. Es zeigte sich, daB es nicht méglich war, aus 
einer mit neutralem Humat (dialysiert) hergestellten Nahrlésung die Mikroorganis- 
men quantitativ abzutrennen. Sogar Hefezellen konnten trotz einstiindigen Zentri- 
fugierens bei 6000 U/min nur unvollsténdig zum Absetzen gebracht werden, wie 
mikroskopische Kontrollen ergaben. Um die Nahrlésung in einen molekuiardispersen 
Zustand zu iiberfiihren, wurde aus dem neutralen Huminsauresol vermittels Natron- 
lauge eine alkalische Humatlésung hergestellt (pH = 8,5). Dadurch wurde es méglich, 
die Bakterien weitestgehend von der Nahrlésung zu trennen. (Die Verwendung von 
alkal. Humatlésung fithrte zu den auf Seite 165 beschriebenen Versuchen.) Die 
gleichen Zusammenhange fithrten auch zu den Schwierigkeiten bei den Gesamt- 
Stickstoff-Bestimmungen. Es ergaben sich Unterschiede im N-Gehalt bei einer un- 
beimpften Nahrlosung, je nachdem ob zentrifugiert worden war oder nicht. Die 
Differenz betrug immer rund 10%. Um den Stickstoffverbrauch bestimmen zu konnen, 
wurden die Analysen vor der Beimpfung, vor und nach dem Zentrifugieren (60 min 
bei 6000 U/min), durchgefiihrt, sowie nach Versuchsende nach dem Zentrifugieren. 
Allerdings muBte hierbei in Kauf gnommen werden, daB iiber die Verwertbarkeit des 
abzentrifugierten Stickstoffes nichts ausgesagt werden konnte. — Probeweise durch- 
gefiihrte Bestimmungen des Ammoniak- Stickstoffs ergaben so geringe Werte, daB sie 
nicht mehr als sicher erscheinen konnten. Im weiteren wurde darauf verzichtet. Im 
ganzen gesehen lassen die Zahlen der Stickstoffanalysen nur mit Einschrankung genaue 
Angaben zu. Im wesentlichen konnen sie nur aussagen, daB ein Wachstum stattfindet. 


Huminsdure A. Nach den Ergebnissen der Atmungsversuche wurden 
aus 18 Organismen 12 Stamme ausgewahlt, und zwar Nr. J, UR ep Tes 
12, 13, 38, 40, 66, 67, 70. Die Beimpfungen erfolgten nicht mit einge- 
stellten Suspensionen, sondern nur mit 1 ml/Kolben einer wenig konzen- 
trierten Aufschwemmung des jeweiligen Stammes. 

Der pu-Wert sank wahrend des Versuches nur unwesentlich,. Trotz den 
methodischen Schwierigkeiten waren deutliche Stickstoffabnahmen von 
durchschnittlich 12,6% zu verzeichnen. Entsprechend den vorstehenden 
Atmungskurven fiir die Huminsaure A, wiesen hier die Staimme 72, 38, 40 
und 67 die geringste Stickstoffausnutzung von 5,5—8% auf, dagegen 
Stamm J mit 21% die héchste. 

Um einen weiteren Beweis dafiir zu erhalten, daB es sich tatsachlich um 
ein echtes Wachstum handelte, wurden Glucosebestimmungen vor und 
nach dem Wachstum vorgenommen. Gegeniiber den beimpften Kontrollen 
ohne Humat, Ruheatmung, wiesen die Kolben mit Humat einen erheb- 
lich hdheren Glucoseverbrauch auf. Die Schwankungen bei den Kon- 
trollen lieBen sich in Parallelitaét bringen zu den unterschiedlichen 
Atmungsintensitaten beim Warburgversuch. Gleichartige Beziehungen 
waren auch bei den humathaltigen Kolben zu beobachten. Nach Abzug 
der Kontrollwerte ergab sich ein durchschnittlicher Glucoseverbrauch 
von 15,3%. Der Glucoseschwund lag bei den Hefen 1, 13 und 70 sowie 
beim Stamm 66 erwartungsgemafs am héchsten, bis zu 41%. 


70° Zellen/m. 
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Als zusitzliches Beweismittel konnte fiir die Hefen die direkte Zell- 
zahlung herangezogen werden. Steril wurden den Kolben alle 12 Std 
Proben entnommen, die in einer Zihlkammer ausgezihlt wurden. Nach 
12, 24, 36 und 48 Std wurden die Proben kurz im Homogenisator gerthrt, 
um die SproBverbande zu lésen, ohne die Zellen selbst zu beschadigen. 
Eine Behandlung mit verdiinnter Schwefelsaure (JANKE 1946, 8.192) 
war wegen der Flockungsempfindlichkeit der Huminsauren nicht még- 
lich. Aus Abb. 14 ist der Anstieg 
der Zellzahl dieser beiden Stamme 


% zu ersehen. In den Kontrollen er- 
oy folgte nur eine schwache Zell- 

vermehrung unter gleichzeitiger 
20 

Zellverkleinerung. Aus der Zell- 
6 zahlung ergibt sich ferner, da das 
a Wachstum insgesamt nicht sehr 

eroB ist, daB es aber zweifellos 
& 


vorhanden ist und den obigen Er-_ 
gebnissen der Versuche entspricht 
und parallel geht. 
Angesichts der dunkelbraunen 
Abb.14. Zellzahl der Hejen: 11 (a, a’) u. 13 (6, b’). bis schwarzen Farbung von Humat- 
aund b Kontrollen ohne Humat lésungen wurde frithzeitig versucht, 
colorimetrische | Untersuchungs- 
methoden in die Humusforschung einzufiihren (SPRINGER 1928, 1931, 
1941; Hock 1937; Pozpena 1937; Freytag 1954). Der Farbquotient, 
der unabhaingig von der Konzentration ist, ist von SPRINGER gepragt 
worden. WELTE (1955) hat diesen Quotienten fiir Vergleichszwecke besser 
definiert : 


Q Extinktion bei 472 « 
‘le ~~ Extinktion bei 666 1 


Es lag darum nahe zu priifen, inwieweit das Wachstum von Mikro- 
organismen in den geschilderten Versuchen die Farbkurven (Extinktion) 
und die Farbquotienten inderte, was als Beweis fiir einen Abbau ange-— 
sehen werden kénnte. 

Durch die intensive Farbung der Nahrlésung war eine Verdiimnung im Ver- 
haltnis 1:12 mit Aqua dest. notwendig. Eine Verminderung méglicher Veranderun- 
gen dadurch muBte in Kauf genommen werden. Als Vergleichslésung diente die 
gleichartig verdiinnte Kontrolle. Die Messungen wurden mit der nicht zentrifugier- 
ten und der zentrifugierten Nahrlésung (1 Std bei 6000 U/min) im Beckmann- 
Spektralphotometer durchgefiihrt. 

Bei allen Kulturen war eine parallele Verschiebung der Extinktions- 
werte zu etwas niedrigeren Werten zu beobachten, sowohl bei der nicht 
zentrifugierten als auch bei der zentrifugierten Nahrlésung. Im Gegen- 
satz dazu stiegen die Extinktionswerte der unbeimpften Kontrolle 
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geringfiigig an. Tab. 2 gibt die Mittelwerte fiir jeweils 4 Staémme nach 
_ erfolgtem Wachstum im Vergleich zu den Ausgangswerten sowie der 
Kontrolle wieder. Auch in den Farbquotienten lassen sich Veranderungen 
feststellen. Wahrend die unbeimpfte Kontrolle praktisch den gleichen 
Quotienten aufwies, war bei den beimpften Kulturen eine geringfiigige 
Erniedrigung zu bemerken. Inwieweit hier tatsachliche farbliche Ver- 


anderungen vorliegen, muf weiteren Untersuchungen vorbehalten 
bleiben. 


Tabelle 2. Hatinktionsmittelwerte bei 470 mu 


vor dem Wachstum nach dem Wachstum zentrif. 
nicht zentrif. | zentrif. beimpft | Kontrolle 
Vers. 1 1,346 tet s7 0,960 — 
Vers. 2 1,108 1,055 0,949 1,087 
Vers. 3 1, 22deih | 1,108 1,088 1,153 


Vers. 1: Stamme /, 6, 38, 40; Vers. 2: Stamme 11, 12, 13, 67; Vers. 3: Stamme 2, 
8, 66, 70. 


Ahnlich den bei den Warburgversuchen beschriebenen Versuchen mit 
einer Mischkultur, wurde hier ein gleichartiger Versuch vorgenommen. 
Beimpft wurde mit den gleichen Organismen. Im Vergleich zu den Rein- 
kulturen hat der Stickstoffgehalt starker abgenommen, némlich um 
25%. Der Glucoseverbrauch liegt, bis auf Stamm 70, hoher als bei den 
Reinkulturen. Die Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der ent- 
sprechenden Atmungsmessungen lassen die Deutung 2u, da hier ein 
starkeres Gesamtwachstum stattfindet und mehr Stickstoff der Humin- 
sdure zu verwerten ist. Ungeklart mu8 allerdings noch die Frage bleiben, 
ob es sich bei dieser Mehrausnutzung nur um eine Summierung handelt, 
d.h. die Reinkulturen fiir sich das Molekiil an verschiedenen Stellen 
angreifen, ob es sich innerhalb einer Population um eine physiologische 
Beeinflussung handelt, die die Fahigkeit des einzelnen Organismus, zur 
Humusausnutzung steigert, oder ob eine Entgiftung von in Reinkulturen 
auftretenden Stoffwechselprodukten durch die anderen Organismen 
stattfindet. 

Bei spektralphotometrischen Messungen zeigte sich ebenfalls ein Ab- 
sinken der Extinktionswerte gegeniiber der Ausgangslésung. Bei den 
Farbquotienten war ein deutlicher Unterschied zu erkennen; er ist groBer 
als bei den Reinkulturen. 


Huminsaure B: Auch die Huminsaure B wurde in einem Kolbenversuch ver- 
wendet. Es wurde wieder mehr Humat zugegeben als bei der Huminsaure A, und 
zwar 1,6% bezogen auf das Trockengewicht. Nach 9tagiger Versuchsdauer zeigte 
sich eine erhebliche Stickstoffabnahme (16%), auch in der unbeimpften Kontrolle, 
so daB sie nicht durch ein Wachstum erfolgt sein konnte. Kine Fremdinfektion war 
in der Kontrolle nicht festzustellen. Es miissen also andere noch unbekannte Griinde 
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vorliegen. DaB kein Wachstum vorhanden war, ging auch aus den Glucose-Werten 
hervor. Bei den beimpften Kontrollen sowie bei der unbeimpften Kontrolle lagen die 
Analysenwerte in gleicher Héhe und miissen daher als Blindwerte angesehen werden. 
Es kann also gesagt werden, daB vermittels der Stickstoffbilanz und der Glucose- 
bestimmung kein Wachstum festzustellen war. 

Die farblichen Messungen blieben ohne jegliches Ergebnis. Die Verdiinnung 
muBte wegen der noch stairkeren Eigenfarbung 1:96 vorgenommen werden. 


Besprechung der Ergebnisse 


Mit den vorhandenen Huminséiuren und Mikroorganismen wurden 
Atmungsmessungen in einer Warburgapparatur und Wachstumsver- 
suche im Erlenmeyerkolben durchgefiihrt. 

Es zeigte sich bei beiden Versuchsreihen, bei denen Humat als Stick- 
stoffquelle neben Glucose als Kohlenstoffquelle gegeben wurde, ein 
Wachstum, also auch eine Stickstoffausnutzung der Huminsaure. Die 
GroBenordnung der Ausnutzung bei den einzelnen Stémmen war sehr 
unterschiedlich und lag zwischen 2 und 10%. Alle Organismen reagierten 
mit einer mehr oder weniger starken Atmungssteigerung auf die Humat- 
zugabe. Uberraschenderweise zeigten auch die Hefen ein gutes Wachs- 
tum, was sich durch Atmungsmessungen, Zellzahlungen, Stickstoff- 
analysen und Glucosebestimmungen belegen lieB. Bis auf die Zell- 
zihlungen wurden die gleichen Bestimmungsmethoden auch fir die 
anderen Organismen verwendet. Versuche mit Huminsaure als Kohlen- 
stoffquelle zeigten nur ein bedingtes Ergebnis; von den 18 gepriiften 
Stammen konnten jedoch nur 2 Humin als C- Quelle verwerten. Es ist 
sicherlich kein Zufall, daB es sich dabei um 2 Nocardia-Arten handelt, die 
fiir die Verwertung heterocyclischer N-Verbindungen bekannt sind. Es 
wurde errechnet, daB der Kohlenstoff durch den verbrauchten Sauerstoff 
zu 1,4°% oxydiert worden sein kann. Nimmt man an, daB derim Molekiil vor- 
handene Sauerstoff vollstandig zur Oxydation herangezogen wird, so wird 
der Restkohlenstoffzu rund 2%, durch den zugefiihrten Sauerstoff oxydiert. 

Versuche mit Mischkulturen ergaben sowohl im Warburg, als auch im 
Krlenmeyerkolben bessere Ergebnisse als Reinkulturen. Inwieweit diese 
Steigerung auf eine physiologische EinfluBnahme eines jeden Stammes 
auf den anderen zuriickzufiihren ist oder ob es sich um eine Summation 
von einzelnen Stickstoffverwertungen handelt, die an verschiedenen 
Punkten des Huminsiuremolekiils erfolgen, konnte nicht entschieden 
werden. Weiterhin besteht die Méglichkeit, daB entstehende Stoffwechsel- 
produkte, die in einer Reinkultur eventuell hemmend wirken, in einer 
Mischkultur von anderen Organismen ,,neutralisiert‘‘ oder verarbeitet 
werden. 

Ks wurde weiter gepriift, ob die Huminsdureasche von EinfluB auf die 
Atmung war. In Ubereinstimmung zu FLAIG u. ScumipT (1957) konnte dies 
nicht festgestellt werden. — Ein Versuch zur Anpassung der Methodik an 
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die natiirlichen Verhaltnisse, indem mit gereinigtem und gegliihtem Quarz- 
sand gearbeitet wurde, war ebenfalls ohne Ergebnis. — Ein Unterschied 
in der Verwertbarkeit von sterilisierter und nicht sterilisierter Humin- 
saure konnte nicht festgestellt werden. 

Die Analysen und der Vergleich der drei verwendeten Huminsauren 
ergaben, daB es sich bei der Huminsaure A um einen Typ der Grauhumin- 
saure, bei der Huminsaéure B um eine Braunhuminsaure und bei der 
synthetischen Huminsaure C ebenfalls um eine Grauhuminsaure handelte. 
Die Huminsaéuren A und C zeigten sehr enge Verwandtschaft im Farb- 
quotienten (WELTE 1955), in ihrer Elementarzusammensetzung und in 
der Verwertbarkeit durch Mikroorganismen. Weiterhin konnte bei diesen 
beiden Huminsaduren im Gegensatz zur Huminsaure B eine Gasbildung 
in der Warburgapparatur gemessen werden, wenn alkalische Humat- 
lésung zur gepufferten, umbeimpften Nahrlosung gegeben wurde. Wurde 
die Humatlésung vor dem Versuch neutralisiert, dann wurde eine solche 
Gasbildung nicht beobachtet. Das Gas konnte als zum groBten Teil aus 
CO, und zu einem geringeren Anteil aus O, bestehend, bestimmt werden. 
Uber die Herkunft des Gases, welches nur aus dem Molekil stammen 
kann, k6nnen nur Vermutungen geaduBert werden. 

Bei der Verwertung der drei Huminsauren zeigte es sich, daf die 
Huminsaure B das geringste, die Huminsaure A ein relativ gutes und die 
Huminsaure C das beste Ergebnis aufwiesen. Die synthetische Humin- 
saure C enthielt nur heterocyclischen Stickstoff. Auch in der Huminsaure 
A diirfte der Stickstoff fast véllig in dieser Bindung vorliegen; denn 
Ammoniakstickstoff und Aminosiuren konnten nur in sehr geringer 
Menge nachgewiesen werden. Es kann somit gefolgert werden, da auch 
der heterocyclische Stickstoff im Huminsauremolekil durchaus von ver- 
schiedenen Mikroorganismen angegriffen werden kann. Diese Ausnutzung 
bewegt sich jedoch bei den angewendeten Versuchsstimmen und Ver- 
suchsmethoden in kleinen Gré8enordnungen, was den natiirlichen Vor- 
gaingen im Boden entsprechen wiirde. 

Die starke Farbwirkung der Huminsauren veranlafite Farbkurven auf- 
zustellen. Es wurde untersucht, ob sich spektralphotometrische Verande- 
rungen beim Wachstum zeigen. Es wurde eine parallele Verschiebung der 
Farbkurve zu kleineren Werten beobachtet, wahrend die unbeimpfte 
Kontrolle meist eine solche zu héheren Farbwerten aufwies. Auch bei den 
Farbquotienten konnte nach dem Wachstum meist eine Verminderung 
desselben festgestellt werden. Inwieweit es sich hier um tatsachliche, 
reproduzierbare Veraénderungen handelt und inwieweit sich Beziehungen 
zur GroBe des Wachstums aufstellen lassen, mu weiteren Untersuchun- 
gen vorbehalten bleiben. 

An Hand dieser Ergebnisse laft sich sagen, da ein gewisses Wachstum 
von Mikroorganismen auf Huminsauren beobachtet werden kann. 
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In Ubereinstimmung mit anderen Autoren zeigt sich aber, dah die Ver- 
wertbarkeit von Huminsauren als Nahrstoffquelle sich besonders auf den 
Stickstoff bezieht, im ganzen gesehen aber nur ein geringes AusmaB er- 
reicht, wobei die verschiedensten Mikroorganismen beteiligt sind, auch 
Kulturhefen, wihrend der C-Abbau nur bei 2 Nocardia-Arten nachzu- 
weisen war. Wie gering der Humusschwund im Boden ist, zeigten auch 
Wirtich u. Mitarb. (1956), die im streugenutzten Waldboden einen 
Schwund von 10% der organischen Substanz innerhalb von drei Jahr- 
zehnten feststellten. Der Schwund an organ. Substanz nimmt zugunsten 
der Anreicherung besonders widerstandsfahiger Humusstoffe ab. Meine 
Reagensglasversuche (mit 2—10% N- und 2% C-Schwund) entsprechen 
also den natiirlichen Verhaltnissen. 

Wenn Sijcutine (1922) davon spricht, daB im Humus groBe Mengen in 
angemessenen Zeitriéumen biologisch nicht abbaufahiger organ. Stick- 
stoffverbindungen vorhanden sein miissen, so kann heute gesagt werden, 
daB, soweit es die Huminsauren betrifft, diese nur schwach innerhalb 
kurzer Zeit abgebaut werden kénnen, was auch dem langsamen Abbau 
der Humusstoffe im Ackerboden bei Daueranbauversuchen entspricht 
(ScHMALFUuUSS 1950). 

Auf einen Punkt sei noch kurz eingegangen. Nach den Abb.2—10 kénnte es 
scheinen, als ob die bessere Ausnutzung der Huminpraparate A und C gegeniiber B 
in Beziehung zu der Seite 165 geschilderten Gasbildung! zu setzen sei. Wieweit das 
ginge, ist nicht zu entscheiden, zumal in Abb.3, 6, 7, 9 eine ebensogute oder sogar 
bessere Ausnutzung von Praparat B (das keine Gasbildung zeigt) gegenitber A 
oder C zu erkennen ist. 

Betrachtet man die Ergebnisse fritherer Arbeiten, sowie die der vor- 
liegenden Arbeit, so kann bestiitigt werden, daB die Huminsauren sehr 
resistent gegen einen mikrobiologischen Abbau sind, wenngleich ein 
solcher auch als gegeben angesehen werden mu. — Es darf allerdings 
nicht tibersehen werden, daf bisher immer mit extrahierten Humin- 
sduren gearbeitet wurde, durch deren Gewinnung eine Zerstérung der 
natiirlichen Verhaltnisse erreicht wird. Infolge des Extraktionsvorganges 
wird der Ton-Humus-Komplex aufgespalten und die Huminsauren 
werden aus diesem sehr festen Gefiige freigelegt. Li&t man auch eine 
mogliche chemische Veranderung hierbei unberiicksichtigt, so ist doch 
schon durch die Zerstérung des Komplexes eine bessere Angreifbarkeit 
wahrscheinlich. AuBerordentlich schwierig diirfte es jedoch sein, eine 
Methodik zu entwickeln, die, ohne die natiirlichen Verhiltnisse zu 


* Anmerkung bei der Korrektur. Soeben erhalten wir Kenntnis von der Dissertation 
W.Krot. Der oxydative Abbau von Huminsiuren in Gegenwart von Kieselsiure 
(Landwirtschaftl. Fakultat Gottingen 1958), in der gezeigt wird, daB in Gegenwart 
von Kieselsiiure eine rein chemische Aufnahme yon O, und Abgabe von CO, statt- 


findet. Wieweit das mit der hier beobachteten Erscheinung zusammenhangt, kann 
natiirlich noch nicht gesagt werden. 
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beseitigen, doch von genau definierten und gemessenen Bestandteilen aus- 
geht, die dann wahrend des Versuches verfolgt werden kénnen. Weiterhin 
wird es auch notwendig sein, die Versuche tiber einen gréBeren Zeit- 
raum hinweg auszudehnen; denn eine gr68ere Humuszersetzung scheint 
nicht innerhalb kurzer Zeit erfolgen zu konnen. In weiterer Anlehnung an 
die natiirlichen Verhaltnisse wird es auch ratsam sein, mit Organismen- 
populationen zu arbeiten; denn wie bei PontowrrscH wurden auch in 
dieser Arbeit mit ihnen bessere Ergebnisse erzielt als mit Reinkulturen. 
Scumauruss (1941) wies bereits auf die Notwendigkeit von derartigen 
Versuchen hin. 
Zusammenfassung 


Bei Priifung von 3 verschiedenen Huminsauren (Braunhuminsaure, 
Grauhuminsadure, synthetische Huminsaiure) auf ihre Verwertbarkeit 
durch 18 Organismenstémme (vorwiegend Proactinomyceten, ferner 
Hefen, Corynebacterium- und Micrococcus-Arten) wurde der Stickstoff von 
allen Stémmen (auch Hefen) zu 2—10°% verwertet, der Kohlenstoff nur 
von 2 Nocardia-Arten zu etwa 2%. 

Diese Versuche wurden durch Atmungsmessungen mit der Warburg- 
apparatur durchgefiihrt und erginzt durch Versuche im Erlenmeyer- 
kolben mit Bestimmung der N-Abnahme der Huminstoffe und im Falle 
der Hefen Zaihlung des Mikroorganismenzuwachses; ferner durch Ab- 
nahme der Farbstoffintensitat bei Messung mit dem Beckmann-Spektral- 
photometer. 

Mischkulturen wiesen gegentiber den Reinkulturen bessere Ergeb- 
nisse auf. 

Bei Zugabe von alkalischem Humat zur neutralen Nahrldsung erfolgte 
eine erhebliche Bildung von Gas, das tiberwiegend aus CO, und etwas O, 
bestand. Die Braunhuminsiure zeigte keine Gasbildung. 

Die selbstextrahierte Grauhuminsdéure wies mit der synthetischen 
Huminsiure groBe Ubereinstimmungen auf, sowohl in den Analysen- 
werten als auch in den Versuchsergebnissen. Die synthetische Humin- 
sure enthielt heterocyclischen Stickstoff. Eine Braunhuminsaure aus 
Kasseler-Braun war nur sehr schlecht zu verwerten. Die synthetische 
Huminsaure erbrachte die besten Ergebnisse. 

Herrn Prof. Dr. A. RiepEL méchte ich fiir die Anregung zu dieser Arbeit und 
das stets entgegengebrachte Interesse, sowie fiir alle Ratschlige im Laufe der 


Untersuchungen herzlich danken. 
Ausgefiihrt mit Unterstutzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft. 
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Beitrage zur Physiologie des Echten Hausschwamms 
Zur Kenntnis der Proteinzusammensetzung des Echten Hausschwamms 
Von 
G. GOTTING, L. LAMPRECHT und M. HILDINGER 


(Hingegangen am 17. Februar 1958 ) 


Im Rahmen der Beitrage zur Physiologie des Echten Hausschwamms 
behandelt die vorliegende Arbeit die Proteinzusammensetzung von 
Merulius lacrymans. AuBer allgemein orientierenden Angaben tiber 
Eiweiizusammensetzung bei Pilzen (CzAPEK 1920, GisTL 1937, STOKES 
u. Gunness 1946, FREELAND u. GALE 1947, KUHLWEIN u. ZOBERST 1952) 
fehlen bisher genauere Analysen hieriiber. 

Bei Untersuchungen iiber enzymatische Vorgange bei Merulius lacry- 
mans wurde durch einen von uns (GOTTING 1953) eine starke Ferment- 
labilitat festgestellt, die durch die Kultivierung auf verschiedenen Nahr- 
béden bedingt war, ferner beachtliche Unterschiede in der Zusammen- 
setzung des Enzymgehalts zwischen Pilzmaterial von natiirlichen Stand- 
orten und solechem von Kulturen in Nahrlésung. Es schien daher méglich, 
auch in der EiweiBzusammensetzung des Pilzes Differenzen zu finden, 
je nach Herkunft und Entwicklungsstadium, obwohl frihere Arbeiten 
keinerlei Hinweise dafiir boten (ABDERHALDEN u. Rona 1905, KUHL- 
 wern u. Zoperst 1952) und auch qualitativ ausgewertete Papierchro- 
matogramme von Mycelextrakten aus Nitrat-, Ammon- und Aminosaure- 
kulturen (LaMPRECHT) in dieser Richtung keine Anhaltspunkte gaben. 

Zur Durchfihrung eines Vergleiches wurden drei Probematerialien 
untersucht: 1. Fruchtképer des Hausschwamms, von jiingeren Entwick- 
lungsstufen bis zu ausgedehnten Scheibenfruchtkérpern mit reichlicher 
Sporenbildung. 2. WeiBes, lockeres Luftmycel mit zahlreichen Schnallen, 
das sich bei Druck schnell dunkel verfarbte. 3. Mycel aus Kulturen auf 
rein anorganisch-synthetischer Nahrlésung mit Glucose als C- Quelle. 


Die Proben 1 und 2 wurden im Sommerhalbjahr von April bis September 1954 
bzw. 1957 in einer Reihe befallener Wohn- und Kellerréume in Miinchen und 
Umgebung geerntet. 

In Kulturen wurde der Pilz zuerst auf Kleie geziichtet (nach Gist 1937), dann 
das Luftmycel auf Kolben (zweimal sterilisiert und abgekiihlt) tibertragen, die eine 
rein anorganische, synthetische Spezialnahrlésung fir Hausschwamm (nach Lam- 
precut 1951 und Gorrrne 1953) mit pa-Werten von 4,5—5 enthielten. Dabei 
wurde darauf geachtet, daB bei der Beimpfung keine Kleiereste in die Lésung 
gelangten. Nach 6—8wochiger Kultivierung im Dunkeln bei 18—20°C lieBen sich 
80 g Mycel ernten, woraus 6 g trockenes Pilzpulver gewonnen wurden. 
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Der Nachweis der einzelnen Proteinkomponenten wurde A. qualitativ mittels 
Papierchromatographie (durch Gorrryg und Lamprecut), B. quantitativ auf 
mikrobiologischem Wege mit Hilfe von Testorganismen (von HILDINGER) durch- 
gefiihrt. 


Methodik 


A. Papierchromatographie 


Fruchtkérper, Luftmycel und Kulturmycel wurden nach Trocknung bei 60°C 
mechanisch zu feinem Pulver zerkleinert, dieses entweder mit 14% iger Ba(OH), 
oder 6n (glasdestillierter) HCl in zugeschmolzenen Glasréhrchen 10 Std im Warme- 
schrank bei etwa 105°C hydrolysiert. Nach NnUBERGER (1948) soll die Temperatur 
108°C nicht iiberschreiten, da sonst Racemisierung eintritt und fiir die einzelnen’ 
Aminosiuren sich zu geringe Werte ergeben. Bei der alkalischen Hydrolyse wurde 
Bariumhydroxyd mit Schwefelsiure gefallt, waihrend andererseits die Salzsaiure 
durch Eindampfen im Vacuum entfernt wurde. Eine Ausdehnung der Hydrolyse- 
zeit auf 24—36 Std brachte keine Anderung der qualitativen Proteinzusammen- 
setzung. Gesondert wurde zur Bestimmung von Tyrosin 10 Std mit 5n NaOH 
hydrolisiert, wahrend zur Freisetzung des Cystins die Salzsiure-Hydrolyse auf 
5 Std abgekiirzt wurde zwecks Vermeidung von Abbaureaktionen. Da Tryptophan 
bei Séurehydrolyse vollstandig, bei alkalischer teilweise zerstért wiirde, wurde das 
Pilzmaterial enzymatisch abgebaut, namlich 12 Std mit Pepsin, 24 Std mit Trypsin 
und anschlieBend noch 48 Std mit Erepsin digeriert (Barton-Wricur 1952). 

Zur Ermittlung freier Aminosiuren wurde das Pilzpulver bei 60°C 24 Std mit 
aqua dest. ausgezogen. 

Zur Vergleichsméglichkeit wurde sowohl das Hydrolysat als auch der waBrige 
Auszug auf 1: 10 in bezug auf das Trockenmycelgewicht verdiimnt. 

Die Chromatographie wurde ein- und zweidimensional durchgefiihrt unter Ver- 
wendung der Papiersorte Schl. & Sch. Nr. 2043b Mgl (entspricht ungefahr What- 
man-Papier Nr.1), welches bei verhaltnismaBig kurzer Laufzeit eine gute Trennung 
der Aminosiuren erméglicht. Da die aufsteigende Methode auch bei eindimensiona- 
len Chromatogrammen eine gute Trennung ergab, wurde diese Art verwendet. 
Als Papierformat erwies sich in unserem Falle, namentlich bei der zweidimensionalen 
Trennung, 27 x 27 cm als praktisch. Das Lésungsmittelgemisch fiir die eindimen- 
sionalen Chromatogramme war n-Butanol-Hisessig-Wasser im Verhaltnis 2:1: 1. 
Bei den zweidimensionalen Chromatogrammen wurde in der einen Richtung mit 
80% Phenol, in der anderen Richtung mit der oben erwihnten Mischung von 
n-Butanol-Eisessig-Wasser oder mit einem Gemisch von Pyridin-Isoamylalkohol- 
Wasser (35:35:30) gearbeitet (vgl. Ertcson u. SsésTROm 1952). Die einzelnen 
Lésungsmittel waren analysenrein. Als Vergleichssubstanzen dienten Aminosiuren 
p.a. in Mengen von etwa 50y. Da einzelne Sauren in sehr groBer Menge (z. B. 
Glutaminsiure) im Hydrolysat enthalten waren, andere dagegen nur in geringer 
Konzentration, gaben wir auf die Startlinie der einzelnen Chromatogramme wech- 
selnde Mengen des Hydrolysats, um zu vermeiden, daf bei zu groBen Substanz- 
mengen unscharfe Flecken auftreten oder bei zu geringen Volumen einzelne 
Aminosaiuren fehlen. 


Spezialnachweise. Tryptophan wurde nachgewiesen mit frisch bereitetem 
Ehrlichs Aldehydreagens (1% p-Dimethylaminobenzaldehyd in 9 T. Aceton und 
1T. konz. HCl), das schon nach 2 min purpurrote Farbung in der Kalte ergibt. 
0,2% Isatin in einem Gemisch von 96 Vol.%, n-Butanol und 4 Vol-% konz. Essig- 
sdure diente zum Nachweis von Prolin und Hydroxyprolin, welche damit einen 
blauen Farbstoff bei etwa 100—110°C bilden. Weitere Aminosauren, die auf Isatin 
mit ahnlicher Blaufiirbung ansprechen, lassen sich durch andere Ry-Werte unter- 
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scheiden. Histidin und Tyrosin geben mit diazotiertem p-Bromanilin (1° sodaalka- 
lisch) rote bzw. orangerote Flecke. Die S-haltigen Aminosauren, Cystin und Methio- 
nin, wiesen wir mit einer Mischung von KJ und H,PtCl, nach. (WINEGARD, TOENNIS 
u. Brock 1948.) Auch im zweidimensionalen Chromatogramm gelingen Spezial- 
nachweise, wenn man zunachst die ungefahre Lage der Aminosaiuren mit Nin- 
hydrin festlegt, dann die nicht mit dem Reagens besprithten Stellen (unter Ver- 
wendung einer Blende, welche nur die in ihrer vermutlichen Lage festgelegte Saure 
freilaRt) mit speziellen Reagentien bearbeitet. So gelingt es z. B., Cystin, Histidin, 
Methionin oder Tryptophan sowohl der Lage nach als auch mit Spezialreagentien 
im zweidimensionalen Papierchromatogramm zu identifizieren. 


B. Verwendung von Testorganismen 


Zur quantitativen Aminosaéurebestimmung wurde saures Hydrolysat mit 2 ml 
einer 2,5 molaren Natriumacetatlosung versetzt, mit NaOH auf pH 4 gebracht, 
verdiinnt und durch ein Glasfilter von unléslichen Huminsubstanzen befreit (HorN 
u. Mitarb. 1953). Dabei laBt sich trotz Beriicksichtigung aller bisher vorgeschlagenen 
_ Mafinahmen ein geringer Verlust nicht vermeiden, da ein Teil des Aminosaurestick- 
stoffs bei der Hydrolyse an diese Huminsubstanzen in unléslicher Form gebunden 
wird. Das Filtrat wurde dann auf py 6,8 eingestellt, fiir einen Teil desselben, der 
zur Glutaminsaurebestimmung diente, war jedoch px 6 giimstiger (zur Vermeidung 
~ einer Induktionsperiode in der Standardkurve). 

Zur Ermittlung kleinster Aminosiuremengen erwies sich der Pipettier- und 
Titrierapparat nach Cannon! durch ausgezeichnete Genauigkeit sehr geeignet. Die 
mikrobiologische Bestimmung erfolgte hauptsachlich in Anlehnung an die Technik 
von HENDERSON u. SNELL (1948). Als Testorganismen fiir Glutaminsaure, Trypto- 
phan und Valin diente Lactobacillus arabinosus 8014, Asparaginsiure, Cystin, Gly- 
cin, Histidin, Prolin, Serin und Tyrosin wurden mit Leuconostoc mesenteroides P 60 
- ATCC 8042 bestimmt, Methionin und Threonin mit Streptococcus faecalis AT'CC 
9790. Fiir «-Alanin besteht nach SAUBERLICH u. BauMANN (1949) eine Testvor- 
schrift mit Leuconostoc citrovorum ATCC 8081. 

Fir jede Bestimmung wurden sowohl Standardlésung als auch Hausschwamm- 
extrakt in 6 verschiedenen Konzentrationen zu je 3 Réhrchen angesetzt, mit aqua 
dest. auf 0,5 ml aufgefiillt, 1 ml Substrat zugegeben und 10 min bei 120°C sterilisiert. 

Die Auswertung geschah nach 72 Std durch elektrometrische Titration der ge- 
bildeten Milchsiure. Die erhaltenen Titrationswerte, d.h. die Verbrauchs-Mengen 
0,04n NaOH, wurden in einem Koordinatensystem auf der Ordinate aufgetragen, 
auf der Abszisse die Standardmengen. Der Gehalt der Extraktdosen wurde durch 
- direkte Ablesung aus der Standardkurve ermittelt und dann der Mittelwert er- 
rechnet. 


A. Qualitativer Nachweis 

Das zusammengefafte Ergebnis der papierchromatographischen Un- 
tersuchung zeigt Tab. 1. Hierfiir wurden nur die Reaktionen mit Nin- 
hydrinlésung (0,2% in H,O-gesattigtem n-Butanol) als Entwickler- 
substanz verwendet: 

Zu a). Neben den leicht und in groBerer Menge nachweisbaren Amino- 
sduren des Fruchtkérperhydrolysats wurden mit den eingangs erwahnten 
Spezialreagentien Tryptophan, Histidin, Prolin, Cystin und Methionin 


1,Cannon automatic dispenser-titrator, International Instrument Co., Los 
Angeles.“ 
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sicher identifiziert. Threonin und Lysin konnten erst im zweidimensiona- 
len Chromatogramm mit GewiBheit als solche angesprochen werden. 
Auffallend war die Tatsache, daB in den hier untersuchten Fruchtkérpern 
Glycin und Asparaginsaéure wenn iiberhaupt, dann nur in geringsten 
Mengen vorhanden waren. 


Tabelle 1 
b tiirlich 
Aminosiure a) Fruchtkérper <inesioaal c) Kulturmycel 

Monoaminomonocarbonsauren 

Gilly Cin: gisaprgrsenche pace rae ROC, oe @ ® + 

pAl AMIN hte, tpi art Spite a Betas +++ wer eee 

LiGUiGiN) te sihea tical saree ae stele ue + ree 

Viailinis che taucage tus SeacRicaewateia Maimeri ++ Te ++ 

Threonin aa7sce adits Nealon ai ++ ++ 4 

SQNiD. si'ccur bellies tc shin le ction ah Rimes ae == aT 
Diaminomonocarbonsauren 

Liysin.2.. Wiweea ela Rea) Feels ® + 

ATgINin dsr Bab Reeds pone eok ae — a nd, 
Monoaminodicarbonsauren 

Glutaminsaure Wee pote ean fae 4. ake cyte 

Asparaginsaure. ...... . . ® | as waged 
Cyclische Aminoséuren 

Histidin . sts ty fiat 

Tryptophan & 3) it 

Prolin . ve é 3) “a 

Hydroxyprolin . ee les ake 

Phenylalanin . ® ae SS 

Tyrosin — = 1.6 
S-haltige Aminosiuren 

Cystint Ware ald ee there ae = 43 _ 

Methioninwee tt tance Be near ++ + di: 


Zeichenerklirung: +++ auffallend starke Reaktion; ++ sehr stark; + stark; 
® schwach; wahrscheinlich, aber nicht eindeutig; — gepriift, aber nicht vor- 
handen. 

- 

AuBer dem Hydrolysat wurde auch der waBrige Auszug auf sogenannte 
freie Aminosduren gepriift. Dabei lieBen sich eindeutig Alanin, Leucin, 
Threonin, Glutaminsiure, Histidin, Tryptophan, Phenylalanin und 
Cystin erkennen, wobei die Farbreaktionen fiir Glutaminsiure, Alanin 
und Threonin besonders stark ausfielen. Die Anwesenheit von Glycin, 
Serin und Asparaginsaure war wiederum fraglich. Nicht vorhanden waren 
Arginin, Tyrosin und Hydroxyprolin (auf Isoleucin wurde nicht gepritft). 

Zu b). Die Nachweisreaktionen auf die einzelnen Aminosauren fielen 
beim Luftmycelhydrolysat wesentlich schwacher aus, als bei dem von 
Fruchtkérpern. Neben den leicht auffindbaren Verbindungen wurden 
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auch hier Tryptophan, Histidin, Prolin, Cystin und Methionin mittels 
' Spezialreagentien ermittelt. Tyrosin, Arginin und Hydroxyprolin fehlten, 
die Anwesenheit von Lysin und Serin war zweifelhaft. Im wa8rigen Luft- 
mycelextrakt fanden sich groBere Mengen von Glutaminsaure, Alanin, 
Leucin und Threonin, geringere Quantitaéten an Valin und Serin. 


Zu c). Wahrend in der Zusammensetzung der Hydrolysate aus Frucht- 

k6érpern und Luftmycel in qualitativer Hinsicht keine groBen Unter- 
_schiede, sondern nur quantitative Schwankungen verzeichnet wurden, 
zeigte das Chromatogramm von Kulturmycelhydrolysat Verdénderungen 
qualitativer Art. Zuerst fiel auf, dai schwefelhaltige Aminosauren hier 
vollstandig fehlten (Kontrolle durch zwei Wiederholungen), ebenso die 
beiden cyclischen Aminosaéuren Tryptophan und Histidin. Daneben war 
die bisher tberragende Menge Glutaminsaure etwas eingeschrankt zu- 
gunsten der sonst nur zweifelhaft oder sparlich vorkommenden Aspara- 
ginsdure. Auch Glycin, das im Fruchtkoérper nicht oder kaum nachweis- 
bar war, trat nun deutlich in Erscheinung, ebenso Serin und Lysin. Bei 
dem nur ein einziges Mal positiven Ausfall des Tyrosinnachweises kann 
nicht entschieden werden, ob diese Aminosaure als Baustein unter nor- 
malen Bedingungen auftritt oder ob eine méglicherweise tibersehene 
Fremdinfektion Ursache des Befundes ist. Im zweidimensionalen Chro- 
matogramm konnte eine Verbindung, die sich mit Ninhydrin purpurrot 
farbt und im Dreieck Alanin-Valin-Prolin (etwa im Bereich fiir Tyrosin) 
liegt, nicht identifiziert werden. In den zweidimensionalen Chromato- 
grammen von Fruchtkérpern, natiirlichem Luftmycel und Kulturmycel 
fand sich jeweils eine mit Ninhydrin unter Gelb- bis Braunfarbung 
 reagierende Substanz mit einem Ry-Wert bei Phenol von 0,42, bei Bu- 
tanol/Eisessig/Wasser von 0,61. Ob es sich hier um eine native Substanz 
des Hausschwamms oder ein Hydrolyseprodukt handelt (im Nativ- 
extrakt erschien dieser Farbstoff nicht!), konnte nicht entschieden 
werden. 

Bei der Betrachtung samtlicher Chromatogramme zeigte sich immer 
wieder durch die Haufung der Aminosdéuren im Bereich mittlerer 
R;-Werte ein Bild, das als charakteristisch fiir Merulius bezeichnet wer- 
den kann. 

B. Quantitativer Nachwers 

Wie schon der verschieden starke Ausfall der Ninhydrinreaktion bei 
der Chromatographie gezeigt hatte, bekraftigte der mikrobiologische 
Nachweis die quantitativen Unterschiede in der Proteinzusammen- 
setzung von Fruchtkérper und Luftmycel. Das Trockenpulverhydrolysat 
von Fruchtkérper und Luftmycel wurde zuerst auf die in grdBeren 
Mengen vorkommenden Aminosauren Glutaminsaure, Valin, Threonin 


und das uns speziell interessierende Methionin untersucht und in Tab.2 
13* 
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zusammengestellt. Darnach enthielt Fruchtkérpermaterial 5mal so viel 
Glutaminsaure, mehr als 20mal so viel Threonin und Valin und doppelt 
so viel Methionin als Luftmycel. 

Zur quantitativen Erfassung aller im Chromatogramm nachgewiesenen 
Aminosaiuren wurden nochmal junge Fruchtk6rper hydrolysiert und mit 


dem Trockenmycelhydro- 
Tabelle 2 lysat von Glucosekulturen 
Aminosiiure a) Fruchtkorper | b) Luftmycel verglichen. Luftmycel von 
SSOSTIEETSIETCS EM (oe STOTT eee Te EE 8 
Glutaminsaure z||, alt 250 y/g 2400 vig nicht mehr greifbar (siehe 
EET SOUT me meee 2650 y/g 95 y/g 
Valin .....| 2460 y/g 92,5y/g  Tab.3). 
Methionin .. . 712,5y/g | 3874 yl/g Um einen anschauliche- 


ren Vergleich der Protein- 
zusammensetzung der drei Pilzmaterialien zu ermédglichen, wurde in 
jedem Falle der Gesamtstickstoff ermittelt (Mikro-Kjehldal-Methode), 
da nach einer schematischen Umrechnungsformel der Eiweifanteil des 


Tabelle 3 
Aminosiiure a) Fruchtkorper Trockientieeal 

Monoaminomonocarbonsauren 

Gly cin Sate aren en) aie nicht erfaBbar 715 y/g 

Alaninig®, stvgs cu sorts oeee Ely 188 y/ml 195 y/ml 1516 y/g 

LGTICUN caries ete ang aso ee 23 y/ml 20 y/ml 1287 y/g 

AVEN Ube Soe (Bh GMSS GaN as aeese he 372 y/ml 393 y/ml 1400 y/g 

DV OOUIN somata nein. Tramrony canna 768 y/ml 779 y/ml 857 y/g 

OLIN e -arcmeciiers canstes 7a Sat Scho: nicht erfaBbar 43 y/g 
Diaminomonocarbonsaéuren 

Ty aina See eee nena, Bg Ae LR 3 y/ml 3 y/ml 7 ylg 

TADSININ Me ekeaeie>, BARRE: 12s : fehlt fehlt fehlt 
Monoaminodicarbonsauren 

Glutaminsiure ......... | 1402 y/ml 1232 y/ml 4686 y/g 

ASPALASIUSAULE Wy. see clus cs ais nicht erfaBbar 1789 y/g 
Cyclische Aminosiuren 

ELISUI CLUS eeeieroee PRS hee 263 y/ml 278 y/rol fehlt 

(vor HCl-Hydrolyse nur 
53 y!) 

Abiangtayelhie So 5 Flak s Bl oe 12 y/ml 15 y/ml fehlt 

Proline. Ma" Scie te, eee Sine 60 y/ml 61 y/ml 12 y/g 

Hydroxyprolin?. ashi: vised fae eo fehlt fehlt fehlt 

Phen ylalaniniSne. Gio ne 174 y/ml 180 y/ml 686 y/g 

LYPORID. eh siya’ ist of aera e fehlt fehlt ? nicht 

erfaBbar 


S-haltige Aminosauren 
Cystin Peer Peery herders 5, 33 y/ml 27 y/ml fehlt 
Methionin*'; "<!=/" 9 “ete Saee 519 y/ml 514 y/ml fehlt 
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analysierten Materials etwa die 6,25fache Menge des gefundenen Stick- 
 stoffs betragt. Es entsprechen demnach: 


3,3°% N der Trockensubstanz bei Fruchtkérper etwa 21% HiweiB (als Normal- 
20%, N,, a bei Luftmycel etwa 27% Hiweib protein be- 
PEO AN aS i55 ae bei Kulturmycel etwa 16,59 HiweiB zeichnet) 

Da die quantitativ bestimmten Aminoséurenmengen sich bisher auf 
die Gesamt-Trockensubstanz bezogen, erscheint das richtige Bild erst 
im Verhaltnis Aminosdure : Normalprotein. Zum Beispiel: in 1 g Frucht- 
kérpersubstanz sind 0,21 g KiweiB, bzw. 0,011250 g Glutaminsaure, Ol, lay. 
5,4% des Normalproteins bestehen aus Glutaminsiure. Fiir alle 3 Unter- 
suchungsmaterialien gibt diese Verhiiltniswerte die folgende Tab. 4 
wieder. 


Tabelle 4 

a) Fruchtkorper b) Luftmycel c) Kulturmycel 
ES oe Prozent Prozent Prozent 

des Normalproteins | des Normalproteins | des Normalproteins 
Glycin SF Se ee xi x 0,43 
Jina See een eee 0,09 x 0,92 
MPGUICIIMe Tes ety 58 a ve 0,01 x 0,78 
“WENT Oo hea ROP eg Lich Brea ay 0,04 0,85 
Bhreovin. to: %) sc) ace cet 1,26 0,04 0,52 
BST Tee Pe oR ets | de ks x Be 0,02 
[bsp eats aerators ae antoe xx x 0,005 
Glictaminsaure., . 67. 4 5,4 0,9 2,85 
Asparaginsaures 3). x se 1,09 
pry pLoOpaan, sielhe eel sucli= 0,005 x oa 
TINS FGlnate Bade roe Oo) oar Be 0,12 x — 
TROUT CS eee oe eee ek ec 0,029 Xe 0,007 
© Phenylalanin ..... . 0,083 x 0,4 
REMC RS Mota Aue ap eM 0,015 x a 
Methionine ya.) lionel 0,34 0,14 — 


x = quantitativ (wegen Materialmangel bei Luftmycel) nicht bestimmt bzw. 
nicht erfaBbar! — = fehlt. 


Diskussion der Ergebnisse 
Bei der Betrachtung der mengenmaBigen Aminosaureverteilung finden 
sich mit Ausnahme der Glutaminsiure alle anderen EiweiBbausteine nur 
in geringeren Quantitaten. Offensichtlich entspricht der grofen Bedeu- 
tung, welche die Glutaminsdure bei Stoffwechselvorgangen in tierischen 
und pflanzlichen! Organismen einnimmt, diese Sonderstellung bei der 
Beteiligung am Hausschwammprotein und vielleicht auch in seinem 


1 Die tragende Rolle der Glutaminsaure bei der Proteinsynthese der Hefen wurde 
durch A. Scuuttz u. Mitarb. (1949) in folgender Regel ausgedriickt: Hefen, welche 
Glutaminsaure zur alleinigen C- und N-Versorgung nicht angreifen kénnen, ver- 
mogen auch andere Aminosauren nicht zu verwerten. 
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Stoffwechsel. Dabei ware nicht nur an den intermediadren Stickstoff- 
wechsel, z. B. Transaminierung zu denken (PoLoNowsKI 1951), sondern 
méglicherweise auch an eine Stickstoffspeicherung in den Hyphen, da 
der Pilz in der Natur auf ziemlich N-armem Substrat wachst. Mit dieser 
Sonderstellung stimmt gewissermaBen auch die Verwertbarkeit der 
Glutaminsiure als gleichzeitige C- und N- Quelle fiir den Hausschwamm 
iiberein, wobei zwar geringe, aber doch die besten Ertrage im Vergleich 
zu anderen Aminosaéuren erzielt wurden. 

Die Gesamtzahl der am Proteinaufbau beteiligten Aminosauren ist mit 
12—14 relativ gering. Dies sagt jedoch nichts aus iiber einen vereinfach- 
ten EiweiBaufbau oder Stoffwechsel, eher wiirde das Vorhandensein der 
beachtlichen Mengen freier Aminosdéuren im waBrigen Auszug darauf 
hindeuten, die entweder nur locker im Protein gebunden sind oder durch 
lebhafte Stoffwechselvorgénge abgespalten werden. Trotz der Unter- 
schiede zwischen Natur- und Kulturmycel erscheint im Gesamtbild doch 
eine Konstanz der Proteinzusammensetzung des Hausschwamms, eine 
Beobachtung, die auch an Ascomyceten und Mucorineen (STOKES u. 
Gunness 1946) beschrieben wurde. Von Interesse ist vielleicht in diesem 
Zusammenhang eine gewisse verwandtschaftliche Ubereinstimmung 
zwischen Merulius und Boletus edulis, soweit alte Bestimmungen einen 
Vergleich zulassen: Zuerst fand Maraewicz (1885) in der Hutsubstanz 
(analog dem Fruchtkérper) reichlichere EiweiBmengen als im wtbrigen 
Pilzkorper, STROHMER bestimmte (1887) 23,119 EiweiB im ganzen 
Fruchtkérper, YosHimura (1910) 5,6°% Gesamtstickstoff. Nach REUTER 
(1912) enthalt Boletus-Kiweif neben viel Glutaminsaure und Asparagin- 
sdure noch Prolin, Glycin, Alanin, Valin, Leucin, Phenylalanin und Tyro- 
sin. Als freie Aminosduren, die beim EiweiBumsatz von Basidiomyceten 
auftreten, wurden Leucin, Tyrosin und Histidin genannt (WINTERSTEIN 
u. RevTER 1912, KurscneEr 1911). Arginin wurde nicht nur damals bei 
der Autolyse von Steinpilz vermiBt, sondern fand sich auch in Arbeiten 
jiingeren Datums ebensowenig (STOKES u.GUNNESS 1946), wie bei Merulius. 

Durch die Auffindung weiterer Aminosiuren konnte letztlich auch ein 
erklarender Hinweis fiir die von GistL (1937) beschriebene Zunahme der 
Garungsintensitat von Hefeaufschwemmungen nach Zusatz von Me- 
ruliusextrakt gegeben werden: Neben Glycin, Leucin und Asparagin- 
siure stellt vor allem Threonin, das in simtlichen Pilzproben vorhanden 
war, einen wichtigen Bestandteil des sogenannten Eulerschen Garungs- 
faktors dar (KGa u. Bore 1941). 


Zusammenfassung 


Im Hydrolysat von Hausschwammfruchtkérpern, Luftmycel und 
Kulturmycel wurden qualitativ durch Chromatographie und quantitativ 
durch mikrobiologische Teste die Proteinkomponenten bestimmt. 
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Zwischen Fruchtkérper- und Luftmycelprotein bestehen nur quantita- 
_ tive Unterschiede in der Beteiligung von 12 sicher (und 2 wahrscheinlich) 
ermittelten Aminosauren; auf Kulturmycel traten zusatzlich gréBere 
Mengen von Glycin, Asparaginsdure und geringere von Serin und Lysin 
auf, wahrend Tryptophan, Histidin und die beiden S-haltigen Amino- 
sauren Cystin und Methionin vdllig fehlten. 

Der prozentuale Anteil der einzelnen Séuren am Proteinaufbau wurde 
nach Gesamtstickstoffbestimmung des Pilzmaterials rechnerisch ermittelt. 


Herrn Prof. Gistt, dem Direktor des Instituts fiir Angewandte Botanik der 
Technischen Hochschule Miinchen, sei an dieser Stelle fiir die Anregung zu dieser 
Arbeit und wertvolle Ratschlage herzlich gedankt. 
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Beitriige zur Physiologie des Echten Hausschwamms 
Uber die Verwertung organisch gebundenen Stickstoffs und Kohlenstoffs 


Von 


LUISE LAMPRECHT 
Mit 2 Textabbildungen 
(Eingegangen am 17. Februar 1958) 


In einer fritheren Abhandlung (LAMPREcHT 1957) wurde iiber die Aufnahme 
anorganischer Stickstoffverbindungen durch den Echten Hausschwamm in Ab- 
hangigkeit von Zeit, Konzentration, py-Wert und IEP berichtet. Darnach kann der 
Pilz ohne direkte Abhangigkeit vom ITEP Nitrat- und Ammonstickstoff verwerten, 
wie sein ausgezeichnetes Wachstum auf zahlreichen NO,- und NH,-Verbindungen 
in synthetischer Nahrlésung mit verschiedenem py-Wert bewies. 

In Erginzung zu diesen Untersuchungen wurde nun die Verwertbar- 
keit solcher organischer Stickstoffverbindungen und C-Quellen gepriift, 
die am natitirlichen Standort als Ernahrungsbasis des Pilzes in Frage 
kommen. Dabei sollte 1. durch Ermittlung des Wachstumswertes der 
einzelnen Verbindungen (unter dem EinfluB des py-Wertes, bzw. des 
IEP) fiir spatere Untersuchungen die Moglichkeit geschaffen werden, 
dem Hausschwamm auch in vitro gleiche Umweltbedingungen wie die 
Natur bieten zu kénnen, so dab mit einem naturgetreuen Wachstums- 
ablauf, mit Strangbildung, Fruchtkérperentwicklung, analoger Enzym- 
produktion usw. zu rechnen ware. 2. sollte durch die Erfassung der Ab- 
weichungen vom Ertragsmittelwert 18 verschiedener Stémme ein Mab- 
stab fiir das unterschiedliche physiologische Verhalten sogenannter | 
, Standortvarietaten* im Vergleich zur allgemein giiltigen Regel ge- 
schaffen werden. 

Bei eigenen Versuchen, frisch isolierte Reinkulturen an fliissigen Nahr- 
boden zu gew6hnen, zeigten niimlich mehrere Stimme betrachtliche 
Unterschiede in der Aufnahmefihigkeit bestimmter N-Verbindungen wie 
Leucin, Tryptophan, Cystein oder Harnsiiure. Auch Angaben von 
ZOBERST (1952 a), z. B. die Nichtverwertbarkeit von Saccharose, stimmten 
mit eigenen Beobachtungen nicht tiberein. Es erschien daher wiinschens-_ 
wert, einen umfassenderen Querschnittswert als Norm (nach Art eines 3 
Auxanogramms) fiir das physiologische Verhalten der species Merulius — 
lacrymans domesticus zu ermitteln. 
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A. Stickstoffernaihrung 

Angaben iiber die Verwertung organisch gebundenen Stickstoffs durch 
holzzerstérende Pilze sind im Gegensatz zu anderen Pilzen etwas 
sparlich und werden meistens nur am Rande oder im Rahmen eines an- 
deren Problems erwahnt [vgl. Mzz (1908), Fatox (1912), WeHMER (1915), 
Scumirz u. Kaurert (1936), Gisti (1937 und 1946), ZycHa (1939) usw. ]. 
Von besonderem Interesse waren in diesem Zusammenhang Beobachtun- 
gen von Zoperst (1952a), die unter Verwendung einer genau bekannten 
synthetischen Nahrlésung den Wachstumswert der gereichten N-Ver- 
bindungen viel deutlicher erfaBten als dies frither auf sogenannten 
natiirlichen Nahrbéden moglich war. 


Methodik 


Als Kulturmedium diente die synthetische Nahrlésung, die auf Grund aus- 
-gedehnter Versuche optimale Mengen der lebensnotwendigen Salze enthielt (Lam- 
pRECHT 1956). Hinzu kamen noch 0,05 mol der jeweils zu priifenden N- Verbindung, 
so daB eine Vergleichsméglichkeit zu anorganischen Stickstoffsalzen gegeben war, 
die bei dieser Konzentration die beste Wachstumswirkung entfalteten. 

Durch Zugabe von K,HPO, oder KH,PO, wurde der Ausgangs-py-Wert der 
Nahrlésung soweit veraindert, daB etwaige Wachstumsunterschiede in Bereichen 
links oder rechts vom IEP (bei px 5) erfafSbar waren. 

Die verwendeten Substanzen trugen alle die Bezeichnung ,,pro analysi‘®. Je 
10 cm? Nahrlésung wurden in Jenaer Erlenmeyerkolben von 100 em? Inhalt im 
stromenden Dampf zweimal sterilisiert und mit kraftigem Luftmycel aus den 
Kleiekulturen von 18 Stammen beimpft. 

Verwendete Hausschwammstimme: 1. Stamm Miinchen 1 aus Sporen, 
Keller. 2. Stamm Miinchen 2 von Luftmycel, HolzstoB im Keller. 3. Stamm Miin- 
chen 3 von Tiirstock, Luftmycel und Strangmycel. 4. Stamm Miinchen 4, von 
- Blindboden, Strangmycel. 5. Stamm Miinchen 5, aus Schreinerei, von Strangmycel. 
6. Stamm Miinchen 6, aus Backerei, von Fruchtkorper und Sporen. 7. Stamm 
Miinchen 7, aus Lebensmittelgeschaft, von Luftmycelpolster. 8. Stamm Miinchen 8, 
aus Worthschule von Luftmycel aus Keller. 9. Stamm Miinchen 9, aus Apotheke, 
von Luftmycel. 10. Stamm W6 II, Miinchen, von Sporen (basidiogene Schicht). 
11. Stamm Planegg, von Fruchtkérper, aus Keller. 12. Stamm Fiirstenfeldbruck, 
von Sporen. 13. Stamm ABling, von Sporen, aus Wohnraum. 14. Stamm Linden- 
berg, Allgau, von Fruchtkérper, aus Industriekeller. 15. Stamm Altétting, aus 
Metzgerei von Fruchtkérperanlagen. 16. Stamm Passau, aus Kirche, von Strang- 
mycel. 17. Stamm Rinchnach, von FuBbodenbrett, Strangmycel. 18. Stamm 
Adldorf (Ndb.), von Luftmycelpolster, aus Wohnraum. 


Aminosduren 
Jeweils eine Aminosdure wurde dem Hausschwamm als alleinige 
N- Quelle geboten. Die Auswahl erstreckte sich dabei auf haufig vor- 
kommende Aminosiuren, wie sie etwa bei der Hydrolyse von Eiweib- 
stoffen durch den Abbau von Pflanzen- oder Tierkorpern entstehen und 
somit am natiirlichen Standort sicher vorhanden sind. 
Nach Janke (1930) ist fiir fast alle Mikroorganismen die Fahigkeit zum Abbau 


der Aminosauren schon deshalb naturgegeben und notwendig, weil sie dieselben 
nicht unmittelbar zur Synthese von arteigenem EiweifB verwenden kénnen, sondern 
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sie erst bis zum NH, abbauen. Aus diesem NH, und C-Bausteinen des Kohlen- 
hydratstoffwechsels entstehen dann auf dem Wege iiber Aminosauren eigene 
Proteine. Diese Auffassung erfuhr vielfache Bestatigungen (z. B. EHRLICH (1906), 
A. Rrepen 1937, 1942 und 1947); trotzdem rechnet man noch immer mit der 
Moglichkeit eines direkten Einbaues von Aminosauren, besonders bei Organismen, 
deren Wachstum vom Vorhandensein einer gréBeren Zahl verschiedener Aminoséuren 
in der Nahrlésung abhangt (HansTEEn 1896, Nretsen u. Harretius 1939 usw.). 

Obwohl nun bei anorganischen wie auch organischen N-Verbindungen in gleicher 
Weise der Stickstoff in NH, iibergefiihrt wird, werden Abbau und EHiweiSsynthese 
bei unterschiedlicher Schwierigkeit vom Zusammenwirken der chemischen Natur 


Tabelle 1. Ertrag auf Aminosduren nach 30 Tagen 
(in Klammer nach 50 Tagen) 


a 


a b 
Myceltrocken- | mittlerer Fehler} Myceltrocken- | mittlerer Fehler 
gewichte gewichte 

mg % mg % 
Glycine y hot ee tees 78 | 16,6 83 6 
Ajanin ah eer se Aber 61 17,8 55 3,6 
Leuein ti: *3.08 Paces 44 24,5 47 25,2 
Asparaginsaure  .. . 111 15,2 94 19,0 
Glutaminsaure Poe 95 14,7 96 15,6 
ry ptoplianiem sty. aie 18 (28) 4,8 29 (43) 7,3 
Histidin Gere crear eePae 16 (38) 10,2 9 (17) 4,6 
Gysteintuh fois. (24 sines 47 (64) 13,1 35 (68) 8,7 


und Struktur der Molekiile einerseits und dem Enzymgehalt der Mikroorganismen 
andererseits bestimmt. NH,-Verbindungen und Aminosauren sind dabei fiir die 
Hauptmasse der Mikroorganismen besonders leicht angreifbar. Diese Beobachtun- 
gen machte schon PurtEwiTscu (1911) mit Aspergillus niger als Testpilz. Beim Ver- 
gleich der Atmungsintensitit, die um so gréBer ist, je mehr Energie zur EiweiB- 
synthese nétig ist, war der Quotient gebildete Kohlensiure/Trockenmycel bei 
organischen N-Verbindungen durchschnittlich kleiner als bei anorganischen. Dem- 
nach raumte PuRtnwirscH organischen N-Verbindungen den Vorrang gegeniiber 
anorganischen ein. Die bei Zopmrst (1952) angefiihrte Tabelle der Myceltrocken- 
gewichte auf Aminosiuren bestatigt ebenfalls, daB auch der dort untersuchte Haus- 
schwammstamm geradkettige Aminosiuren ausgezeichnet zu verwerten vermag, 

Bei den eigenen Versuchskulturen wurden je Kolben (10 em? Nahr- 
lésung) 144 mg C und 7 mg N gereicht. 

Nach 30tagiger Kulturdauer waren die erzielten Ertrage auf den ein- 
zelInen Aminosiiuren sehr verschieden, jedoch ziemlich einheitlich in 
bezug auf die Vielzahl der gepriiften Stiéimme. Es wurde daher hier 
darauf verzichtet, die aus dem Mittelwert von 3 Versuchskolben eines 
jeden Stammes erzielten Trockenmycelgewichte getrennt anzufihren. 
Die Tab. 1 gibt also Querschnittswerte stimtlicher 18 Stéimme (54 Kolben) 
an, die prozentualen Schwankungen werden durch den mittleren Fehler 
(Standardabweichung) erfaBt!. Gruppe a) enthalt die Werte, die auf 


1 eed 
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Nahrlosung mit mehr neutralem Ausgangs-pq (5,6—6,2) angesetzt wurden ; 
_ Gruppe b) diejenigen bei saurem Ausgangs-px (4,5—4,9). 
Der Ablauf der py-Anderung ist in Tab.2 erfaBt, die MeBwerte nach 
15, 30 und 50 Tagen stellen dabei ebenfalls das Mittel aus je 3 Kolben 
von 18 Stammen dar. 

Wie aus Tab.1 ersichtlich, ist die Schwankungsrate bei den 3 verwen- 
deten Monoaminomonocarbonsiuren ziemlich gro8, besonders auf mehr 
-neutraler Nahrlésung. Mehr als 2/, der gepriiften Staémme zeigten dabei 


Tabelle 2. p,,-Wert-Anderung bei Verbrauch von Aminoséiuren 


Ausgangs-Du nach 15 Tagen nach 30 Tagen nach 50 Tagen 


neutral | sauer |neutral| sauer | neutral| sauer | neutral | sauer 
Btivein <a. sur. G5, DAS LAL BTA NHB jOR | SS, 7 Bil 1 B18. os 0 ates 
BSAGMIM, Vee yeile. 5) seh eh ie 5,9 4,6 | 3,9 3525/4) 2510 02,680 ie = 
IEGUGCIN ys a= G~ - 6,2 4,6 | 4,22 | 3,91 | 3,2 2,91 — == 
Asparaginsaure . . .| 5,9 4,8 Soa coon te 2,22 — == 
Glutaminsiure . ..] 5,8 4,9 | 4,86 | 2,45 | 2,18 | 2,18 — = 
yetein \. 2. 5: 5,5 4,8 | 5,07 | 3,66 | 2,99 | 2,87 | 1,52 | 1,35 
Tryptophan... .| 6,2 Aan 6,0 3,72 | 4,94 | 2,86 } 3,51 | 2,71 
Histidin ...... 5,6 4,9 | 5,21 | 3,7 5,01 | 3,46 | 3,15 | 2,93 


eindeutig das beste Wachstum auf Glycin, welches teilweise so uppig 
war, da schon nach der kurzen Kulturdauer von 30 Tagen das Mycel 

den Kolbenhals erreichte und den Wattestopfen angriff. Es handelte 

sich dabei vor allem um Staimme, deren Reinkultur aus Hausschwamm- 
_mycel gewonnen worden war und die schon langere Zeit auf synthe- 
tischer Nahrlésung kultiviert wurden. 3 Stamme (Mi. 1, ABling und 
Wo. II) hingegen, die aus Sporenmaterial geziichtet waren, lagen in ihren 
Ertragen weit tiefer, in einem Falle wurden sogar nur ?/,; des Maximal- 
gewichtes gewogen. 

Auf d-l-Alanin sank der Ertrag allgemein, ein besonders geschlossenes 
Bild zeigten dabei die Kolben auf saurer Nahrlosung. Am auffallendsten 
war die geringe Hignung von d-l-Leucin, die sich bei 14 Stammen 
zeigte. Bei der mikroskopischen Kontrolle fielen dabei Erscheinungen auf, 
wie sie sonst etwa bei Fremdinfektion durch Bakterien auftraten, obwohl 
nirgends eine solche vorlag. Die Hyphen waren hier teilweise gekrummt, 
aufgetrieben und an den Enden des 6fteren stark verbreitert, dazu kam 
eine auBergewéhnlich reiche Schnallenbildung, Oxalatproduktion und 
Pigmentbildung. Um die Méglichkeit einer Konzentrationshemmung aus- 
zuschalten, wurde der gleiche Versuch mit 10fach erniedrigter Leucin- 
menge (0,005 mol) durchgefiihrt. Dabei anderte sich zwar das Wuchs- 
bild: an Stelle submerser Hyphen und auBerst dichter Mycelinseln trat 
wieder lockeres, weiBes Luftmycel auf, der Ertrag nach 30 Tagen war 
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jedoch auf neutraler Lésung genau gleich (44 mg bei einem mittleren 
Fehler von 6,7°%), auf saurer Lésung etwas erhdht (49 mg), bei Schwan- 
kungen von + 38%! Obwohl zwei Stamme, die schon sehr lange in 
Kultur waren, mit Wachstumssteigerung bis auf 59 und 62 mg reagierten, 
iibertrafen die Maximalertrige auf Leucin in keinem Falle die Werte auf 
Alanin oder gar Glycin. Analog hierzu fand auch PurtewrrscH (1912) 
eine Zunahme der Atmungsquotienten in der Reihenfolge Glycin: 0,68, 
Alanin: 0,78 und Leucin: 0,86. Wahrscheinlich bewirkt fiir den Haus- 
schwamm der Einbau von Methylgruppen in das Aminosauremolekiil die 
Ertragsverminderung, eine Beobachtung, die auch ZoBERsT (1952a) bei 
Verwendung von Isoleucin machte, obwohl der dortige Stamm keine 
Mycelgewichtsabnahme in der hier genannten Reihenfolge Glycin-Alanin- 
Leucin aufwies. Offensichtlich sind also die meisten, jedoch nicht alle 
Hausschwammstiémme so Leucin-empfindlich. (Der Bereich zwischen 
0,005 mol und 0,05 mol Leucin mit einer méglicherweise giimstigeren 
Wachstumszone wurde nicht gepriift!) 

Die héchsten Erntegewichte der ganzen Versuchsreihe wurden auf 
Glutaminsaure und Asparaginsdure erzielt. Trotz unerwartet hoher 
Standardwert-Abweichungen einzelner Stémme zeichneten sich alle Kul- 
turen durch ein dichtes, reinweifes Mycel ohne Atemwassertropfchen aus. 
Die Wachstumswirkung beider Verbindungen erschien dabei insgesamt 
etwa gleich giinstig; auf saurer Nahrlésung dominierte Glutaminsaure, 
auf neutraler hingegen tibertrafen die Kolben mit Asparaginséiure in 
einigen Fallen erheblich die auf Glutaminsiure. Auch in diesem Falle 
wurde wiederum eine Parallele zu den Beobachtungen von PURIEWITSCH 
(1912) an Schimmelpilzen gefunden, der fiir Glutaminsiure 0,83 und fiir 
Asparaginsaure 0,84 als Atmungsquotienten errechnete. 

Die an Stelle einer Oxyaminosiiure (Serin) gereichte analoge S-haltige 
Aminosiure Cystein lie8 erwartungsgemaé8 nur eine diirftige Mycel- 
entwicklung zu. Auch bei einer auf 50 Tage verlingerten Kulturperiode 
war der weitere Zuwachs gering; eine Ausnahme machten nur 2 Staimme 
mit maximal 64 bzw. 68 mg. Nahrlésung und Mycelgrund waren in allen 
Kulturen stark gelb gefiirbt. DaB dabei die SH-Gruppe fiir die schlechte’ 
Wirkung verantwortlich ist, wurde durch KéntaspauEr (1951) bereits 
an Schimmelpilzen (hier Aspergillus malignus) ausgetestet. Im Gegensatz 
zu Oystin (Disulfidgruppe -S-S-) entfaltete Cystein mit der Sulfhydril- 
gruppe eine fungistatische Wirkung, die ausgelischt wurde, wenn das 
SH-Radikal durch Marphasid! gebunden worden war. Eine weitere Be- 
statigung obengenannter Ansicht brachte die Beobachtung, daB auch 


Thioglykolsiure mit einer freien SH-Gruppe die niimliche fungistatische 
Wirkung ausiibte. 


1 Handelsname fiir 3-Amino-4-hydroxyphenyl-arsenoxyd der Firma Parke- 
Davis & Co., Detroit. 


Beitrage zur Physiologie des Echten Hausschwamms 195 


. Den niedrigsten Ertrag der Versuchsreihe lieferten die beiden hetero- 
eyclischen Aminosaéuren Tryptophan und Histidin, auf denen es auch 
nach 50 Tagen in den meisten Fallen nur zur Entwicklung eines Hunger- 
mycels kam, das laut mikroskopischem Bild aus zarten, fast schnallen- 
losen Hyphen bestand. Die dunkle Verfirbung von Mycel und Nahr- 
lésung wurde bereits von Zoperst (1952a) beschrieben und auch hier 
in samtlichen Kolben beobachtet. Da fiir die 50tagige Wachstumsperiode 
von vornherein die wiichsigeren Kulturen bereitgestellt wurden, fielen 
die Ausnahmen dreier Stiémme auf Tryptophan besonders stark ins Ge- 
wicht (Stamm Altétting, Stamm Mimchen 6, Stamm Miinchen 9) mit 
Ertragen bis 47 mg, bewirkten jedoch am Gesamtbild keine Anderung. 
Bei den Histidinkulturen war bemerkenswert, da das Mycel nur an der 
Kolbenwand emporstieg und deutlich die freie Flissigkeitsoberflache mied. 
Von anderen Mikroorganismen (Hefen) ist bekannt, daf sie von Tryptophan 
nur 1/,, von Histidin nur 1/,; des im Molekiil vorhandenen Stickstoffs verwerten 
kénnen und zwar den nicht heterocyclisch gebundenen Anteil (NIELSEN 1936 und 
1937). Beim Hausschwamm kommt offensichtlich noch eine aktive Hemmung 
durch das Ringsystem hinzu, wenn man den Ertrag nur auf die Aminogruppe 
bezieht und ihn mit Werten auf gleichgroBer N-Menge in anderer Bindungsart 
vergleicht. In gleiche Richtung deuten Beobachtungen von Roprns u. McVEIGH 
(1946) an Verbindungen mit ebenfalls N-haltigem Ring wie Prolin und besonders 
Hydroxyprolin, die auf dermatophytische Pilze fungistatisch wirken. 

Aus den Versuchen wird klar, da® zwischen Kulturen mit Ausgangs- 
pu-Werten links vom IEP (bei pp 5) und denen rechts davon keine merk- 
lichen Wachstumsunterschiede auf eine Aufnahmeabhangigkeit der 
Aminosiuren vom IEP hinweisen. Lediglich die immer wiederkehrende 
Beobachtung traf auch hier zu, daB trotz rascherem Anfangswachstum 
~ der Kulturen auf saurer Nahrlésung ihr Ertrag letztlich hinter dem auf 
neutraler zuriickblieb, da durch die Ansauerung des Nahrmediums im 
Laufe des Wachstums zu rasch die giinstige pu-Zone zwischen 4,5 und 4 
verlassen. wird. Die groBe Bedeutung der H-Ionenkonzentration fir 
Abbau und Angriff auf die Aminosauren (Sasaxr 1914) beruht also auf 
ihrer chemischen Funktion und ist nicht individuell-physiologisch von 
der Lage des IEP abhangig. 

Als besonders typisch fiir das Wachstumsverhalten des Grofiteils der 
18 Stamme erschien bei dieser Versuchsreihe Stamm Passau. So ergaben 
hier z.B. die Differenzen zwischen den po-Ausgangs- und -Endwerten 
ein charakteristisches Bild, das genau der Reihenfolge des Wachstums- 
wertes der betreffenden N-Verbindungen entsprach. Da durch die Mittel- 
wertsbildung in Tab.2 diese als Eignungsmafstab auswertbaren Unter- 
schiede verwischt werden, sei hier das Beispiel vom Stamm Passau 
eigens angefihrt. 

Glycin. . -.- - 3,69 Cystein . . . - 2,28 Glutaminsdure . 3,64 
PRAM TGs apoe se a: Bioiltyl Tryptophan . . 1,26 Asparaginsiure . 3,62 
Meeucil vou. =o Histidin . . . . 0,53 
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Von der Darbietung eines Aminosaiuregemisches wurde abgesehen. Die Wirkung 
einer solchen Kombination wurde von, A. Rrppen u. KOHLER (1944) danach erklart, 
daB die jeder Aminosiure eigene Hemmungskonzentration ausgeschaltet wird, 
sobald die gleiche N-Menge durch ein Gemisch verschiedener Aminosauren geboten 
wird. Zopurst (1952a) zeigte, daB auch der Hausschwamm auf die Erweiterung 
des Aminosiurengemisches mit einer deutlichen Wachstumssteigerung reagierte. 


Tabelle 3. Ertrag auf Amiden nach 30 Tagen (in Klammer nach 50 Tagen) 


a b 


Myceltrocken- | mittlerer Fehler} Myceltrocken- | mittierer Fehler 

gewicht gewicht 

mg % mg % 
Asparagin ...... {12 naee bee 114 3,5 
A Geta iC aeeeeee 75 2,8 $1 5,7 
QOxamid pee eee area ee 103 . 3,8 90 5,5 
EParnstotieeess eee eae ee 79 | 9,8 88 3,4 
Calciumeyanamid. . . 104 | 2235 92 21.5 
NicotinsAureamid . . . 10 (57) 10,3 12 (60) 18 


Tabelle 4. p,,-Wert-Anderung bei Verbrauch von Amiden 


Ausgangs-pH nach 15 Tagen nach 30 Tagen nach 50 Tagen 


a b aed hae a b a b 
Asparacin! | 21s) .ann | O30 4,5 Ole laos aioe 2,05 — — 
Acetamid-s ie sauces) in O54: 4.5: \.3,4L 12.88 e315.) 2,03 — — 
Oxamid'4e: 23. Sergean 6.7 4°83) 1 31S 2.420 |e 2,15 —— — 
FLAT stolen sae | aes 4,9 4,4 3,9 2,9 2,79 — — 
Caleciumcyanamid . .| 6,2 4,8 5,18 | 3,9 3,6 2,4 ear — 
Nicotinsiureamid . .| 6,3 4.5 “| 15,89 || 4335 1436 4) 3:9 3,74 | 2,46 


Die Frage nach dem EinfluB der Stellung der NH,-Gruppe ist ebenfalls vom 
gleichen Autor schon behandelt worden: Die zuerst von EMMERLING (1902) auf- 
gestellte Behauptung, daB die bei der KiweiBspaltung entstehenden «-Aminosauren 
sich besser eignen als /- oder y-Aminosiuren, fand bei Merulius keine Bestatigung. 


Amide 
In diesen Versuchen wurden dem Hausschwamm zur N-Versorgung 
- t 
Amide geboten. 


Sowohl von Norp u. Scrarrnt (1946) als auch von Zoperst (1952) waren schon 
einige Vertreter dieses Bautyps als optimale Stickstoffquellen fiir den Hausschwamm 
bezeichnet worden. Das ist wohl verstindlich, wenn man nicht nur die Erhohung 
des N-Angebotes gegeniiber den bereits gut verwertbaren Aminosiuren in Rech- 
nung zieht, sondern auch die leichte Verseifbarkeit der Siureamide (schon durch 
Kochen mit Wasser, siehe Sterilisieren) zu Ammonsalzen (R - CONH, + H,O > 
R-COONH,) beriicksichtigt, deren dkonomische Auswertbarkeit von voraus- 
gegangenen Untersuchungen her bekannt ist. 


Fir Tab. 3 u. 4 gelten die gleichen Daten wie bei Aminoséiuren (8.4), 
a) bei Ausgangswerten zwischen py 6,2—6,8, b) bei Ausgangs-py zwischen 
4,5—4,9. 
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Den Hoéchstertrag dieser Reihe lieferte Asparagin (ungefaéhr dem 
-Mycelgewicht auf Asparaginsdéure entsprechend), darauf folgten bei 
gleicher Entwicklung eines reinweifen, kraftigen Luftmycels die Kul- 
turen auf Oxamid. Trotz einer feststellbaren Ertragsabnahme war bei 
Acetamid die Wirkung der Methylgruppe geringer als in Analogiefallen 
bei Aminosauren. Gemeinsam war bei den obengenannten 3 Amiden eine 
groBe Hinheitlichkeit simtlicher 18 Stamme aufgefallen, wie sie sonst bei 
keiner Versuchsreihe auftrat. Auch Harnstoff bedeutet fiir den Haus- 
schwamm wie fiir zahlreiche andere Mikroorganismen eine hochwertige 
N- Quelle, jedoch traten hier bei einigen Stammen gréfere Schwankungen 
nach unten auf, u. a. auch bei einem leucinempfindlichen Stamm; alle 
iibrigen Kulturen jedoch hatten reinweiBes Luftmycel mit auffallend 
groBen Atemwassertropfen. Das ahnlich gebaute Guanidin verursachte 
bei der wiblichen Konzentration von 0,05 mol tiberall totale Hemmung. 
In Kulturen mit 0,005 mol Guanidinnitrat (pq 6,3 und 4,3) kam eine 
anfangliche Hyphenbildung aus dem Impfstiick ebenfalls nach wenigen 
Tagen infolge der offensichtlichen Giftwirkung zum Stillstand. 

Technischer Kalkstickstoff, dessen Hauptbestandteil das Cal- 
ciumsalz desCyanamids (CN - NH,) ist, wies sich durch beachtliche Mycel- 
mengen als gut verwertbar aus. Dies stimmt mit friheren Untersuchungen 
iiberein, bei denen auch auf KCN der Pilz Stickstoff in einer —C—N- 
Bindung ungehindert aufzunehmen vermochte. 

Nicotinsaureamid, sonst nur in kleinsten Mengen fiir den pflanz- 
lichen Organismus vonnéten, ist zur alleinigen Stickstoffversorgung un- 
geeignet. Bei starker Entwicklung eines gelben Farbstoffes traten hier 
- morphologische UnregelmaBigkeiten auf. Auch bei 10facher Verdiinnung 
(0,005mol) zerfielen die Hyphen in kleine, oidienahnliche Bruchstiicke von 
10—20 Lange und 5—10 w Breite, wahrscheinlich unter dem negativen 
Einflu8 der aromatischen Gruppe. Das erzielte Erntegewichtsmittel nach 
50 Tagen bzw. das véllig normale Wachstum bei der Riickimpfung des 
hier gebildeten Mycels auf einfache Nitratnahrlésung kennzeichnen aber 
die aufgetretenen Wachstumsanomalien nur als Konzentrationshemmung. 


Harnsture und Amine 


Obwohl die gebrauchlichsten Stickstoffquellen zur Pilzernaéhrung 
Aminosauren und Amide sind, eignen sich dazu auch andere organische 
Verbindungen wie z.B. CZAPEK (1920) sowohl durch umfassende Lite- 
raturangaben, als auch durch eigene Untersuchungsergebnisse zeigte. 
(Von etwa 200 gereichten N-Verbindungen, die u. a. Amine, Nitrile, 
Azoverbindungen usw. einschlossen, konnte der Testpilz Aspergillus niger 
mehr als 2/, aufnehmen!) ‘ 

Weitere Versuche umfaBten daher als Beispiel fiir die Harnsauregruppe 
Harnsiure und Allantoin sowie als Prototyp fiir Amine Methylamin. Von 
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Lresert (zitiert bei CzapeK 1920) konnte nachgewiesen werden, daf 
Mikroorganismen die Harnsaiure analog zum tierischen Stoffwechsel in 
Allantoin umwandeln und da® dann in Stufen tiber Allantoinséure > 
Harnstoff + Glyoxylsadure ein weiterer Abbau bis zur Oxalsaure erfolgt. 
Andererseits mu die Méglichkeit bestehen, daB Purine und Purinderi- 
vate im Pilzmycel abgelagert werden, da nach miindlicher Mitteilung von 


Tabelle 5. Ertrag auf Harnsdéure, Allantoin, Methylamin und Pepton (Witte) 
nach 30 (in Klammer nach 50) Tagen. 
a neutraler, b saurer Ausgangs-pq-Wert 


a b 
Myceltrocken- Iraibtieas Fehler | Myceltrocken- | mittlerer Fehler 
gewichte gewichte 
mg % mg % 
| 
IH arnsaunre ws su ceeel ee 130 24,5 101 24,8 
‘Allantoinieateen reese 99 4 94 7 
Methylamin ..... 12 (36) | 23 18 (32) 16 
Pepton: - ..% p-beomeatr- 96 hy? 103 3,7 


Tabelle 6. p,-Wert-Anderung nach 30 Tagen 


Ausgangs-DH nach 15 Tagen nach 30 Tagen 
a | b a | b a | b 
Harnsiéure ... 5,9 4,8 4,1 4,09 2,6 | 2,44 
Allantoin. ; D7 4,8 4,94 4,18 2,38 2,12 
Methylamin . . Oa 4,7 4,96 4,25 4,68 2,85 
Pepton ....| 5,9 4,21 So toga th ELS a 2,14 


Prof. Gist sogenannte ,, Pilzwiirste“‘, wie sie wahrend des letzten Krieges 
aus Pilztrockenmycel hergestellt warden, bei der Lebensmittelkontrolle 
oft bis zu 30% Verbindungen aus der Harnsiuregruppe enthielten. 
SchlieBlich ergab im Falle des Hausschwamms eigener Augenschein, dab 
manchmal gerade da Infektionsherde des Pilzes auftraten, wo in Stallen 
fiir Nutzvieh, Hiithner usw. animalische Exkremente mit dem Bauholz 
in Bertthrung kamen. (Bei der Veraschung dort entnommener Mycelien 
fiel auch ein sehr unangenehmer, harnahnlicher Geruch auf.) 

Laut Tab.5 u. 6 ist Harnsaiure zur N-Versorgung des Haus- 
schwamms vorziiglich geeignet. Bei Maximalwerten von 150 und 162 mg 
auf neutraler Nahrlésung lag insgesamt kein Mycelgewicht unter 90 mg, 
d.h. fiir die N-Versorgung ist Harnsiure mindestens gleichrangig den 
Aminosiuren. 

Auch auf Allantoin wurde in sehr einheitlicher Weise weiBes, kraf- 
tiges Luftmycel gebildet, so daB das Vorhandensein der Abbauenzyme 
Uricase, Allantoinase und Allantoicase im Hausschwammycel sicher 
scheint. Auf eine maBige Verwertbarkeit von Methylamin weist auf- 
fallend diimnes, langes Mycel hin, das auch nach 50 Tagen nur geringen 
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Zuwachs erfahrt. Holzzerstérende Basidiomyceten verhalten sich also auf 
- Aminstickstoff ganz anders als Schimmelpilze, fiir die nach CzaPEK (1920) 
Amine ,,in den allermeisten Fallen bei normalgebauter Kohlenstoffkette 
ein guter Nahrstoff* sind (ebenso wie sie z. B. auch das fiir den Haus- 
schwamm schadliche Guanidin verwerten kénnen!). Die folgenden Ta- 
bellen mit den Ertragsmittelwerten von 18 Hausschwammstammen um- 


Tabelle 7. Hausschwammwachstum auf organischen Sduren nach 50 Tagen 


Erntegewicht |mittlerer Fehler 

mg %, Ausgangs-pH End-px 
Bernsteinsaure ... . 65 Tel 5,81 3,06 
Humarsauresos 9... o 58 34,5 5,8 Belly 
Citronensaure .... 54 18,2 5,8 3,42 
Minlchsaure-. «.. - « ; 46 ile 3} 5,04 3,93 
SchleimsAure. .... 27 18,6 5,94 2,8 
mpfelsaure 2. 1... 14 B5;4~ 5,91 272 
Wreinsdure’.-. . 3... 8 24,9 ‘ayers 3,6 


fassen abschlieBend auch noch die Beobachtungen auf Pepton (0,5%), 
um einen Vergleich zu dieser in der mikrobiologischen Praxis vielver- 
wendeten Substanz zu ermoéglichen. 

Zieht man wie bei den Aminosauren die px-Differenzen als WertmaB- 
stab fiir die Eignung mit in Betracht, so resultiert (bei Abzug der Extrem- 
werte) folgende Reihe: 

Asparagin — Harnsaéure — Oxamid — Allantoin — Calciumeyanamid 
— Harnstoff — Acetamid — Methylamin — Nicotinsdéureamid. 


B. Kohlenstofternahrung 
Organische Séiuren 


Da bei dem Abbau der Aminosiuren eine Reihe von organischen 
Siuren entstehen, ergab sich die Frage, ob solche organischen Sauren 
bereits als Stoffwechselendprodukte zu bewerten sind oder ob der Haus- 
schwamm einige von ihnen noch fiir eine ausreichende C-Versorgung zu 


verwerten vermag. 

Bei samtlichen nachfolgend beschriebenen Versuchen enthielt die whbliche 
synthetische Nahrlosung 0,05 mol Ca(NO;), und an Stelle der sonst gereichten 
0,2 mol Glucose die gleiche Menge organischer Saure, eine fiir diesen Fall sehr hohe, 
zu Vergleichszwecken aber ndtige Konzentration. Auf Grund einiger Vorversuche 
wurden nur Kulturen mit Ausgangs-pH-Werten iiber 5 (durch Zugabe von 
n/10 NaOH) beimpft, da organische Sauren um so schlechter verwertet werden, je 
mehr sich die Reaktion dem sauren Bereich nahert. (RipPEL, NABEL u. KOHLER 


1942). 
Nach Tab. 7 verwerten alle Hausschwammstamme einheitlich orga- 
nische Sauren trotz gréBerer Schwankungen nur in beschranktem Um- 


fange. Entsprechende Beobachtungen stammen von PURIEWITSCH (1912), 


Archiv f. Mikrobiologie, Bd. 30 14 
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nach denen Schimmelpilze auf organischen Sauren viel gréBere CO,- 
Mengen ausschieden als auf Glucose, wenn ihnen die gleichen N-Verbin- 
dungen zur Verfiigung standen. 

Essigsiure und Oxalsdure wurden nicht in die Tabelle aufgenom- 
men, da die Versuchskolben (nur je 1 Kolben pro Stamm) erwartungs- 
gemaB ohne Mycelzuwachs blieben. Wahrend schon fir die meisten Mikro- 
organismen die Anfangsglieder der aliphatischen Reihe organischer Séuren 
schlecht verwertbar sind (A. Rrppet 1947), entfaltet fiir den Haus- 
schwamm Essigsdure eine spezifische Giftwirkung, die etwa den Wert 
von Phenol erreicht (FatcK 1912), hervorgerufen durch das ganze, un- 
dissociierte Molekiil, nicht durch Dissociationsreste! Oxalsaure ist be- 
kanntlich der Stoff, der schon in friihester Zeit als (teilweise sogar letztes) 
Stoffwechselprodukt in Pilzen gefunden wurde, z. B. 1804 durch Bouil- 
lon-Lagrange in Polyporus-Arten neben Apfelsiure und der damals 
,,Boletséure“ genannten Fumarsaure. In der hier gereichten Konzentra- 
tion von 0,2 mol tibte Oxalsadure bereits so starke Hemmwirkungen aus, 
daB eine zusatzliche Glucosegabe (bis zu einer Konzentration von 
0,02 mol) kein Wachstum mehr auslésen konnte. 

Weinsdure und Apfelsdure zeigen zwar keine Giftwirkung, jedoch 
ist der Zuwachs nach 50 Tagen nur ein Hungermycel, das gleiche gilt 
auch fiir die im Nahrsubstrat schwer lésliche Schleimsaure. 

Auf Milchsadure und noch mehr auf Citronensaure erfolgte erst 
nach einer Ruheperiode von etwa 2—3 Wochen die Entwicklung von 
zartem, langwtichsigem Mycel. Die Eignung einer C- Quelle ist naémlich, 
wie A. RrppeEt (1947) ausfiihrte, auch von der Wachstumsz eit abhangig, 
so daB eine anfanglich schlecht erscheinende C-Verbindung mit der Zeit 
aufholen kann, wie es hier geschah. 

Die weitere Verwertbarkeit durch den Hausschwamm ist (auf Grund 
ihres Wachstumseffektes) nur bei Bernsteinséure und Fumarsaéure 
sicher. (Letztere wurde bei Pilzen als Kaliumsalz vorgefunden, Hrrr- 
MANN 1913.) 

Im gewissen Sinne lift sich die Abbauméglichkeit von Bernstein- und 
Fumarsaure damit in Zusammenhang bringen, daf zu den wenigen Ver- — 
bindungen, die der Hausschwamm als C- und N- Quelle gleichzeitig anzu- 
greifen vermag, Glutaminsiure gehért (ZopERsT 1952), also eine Ver- 
bindung, aus der durch oxydative Desaminierung Bernsteinsiure ent- 
steht. Da auch Fumarsaure ein relativ gutes Wachstumsbild zeigte, wurde 
in einem Ergadnzungsversuch nicht nur Glutaminsiure, sondern auch 
Asparaginsaure, aus der jene durch Desaminierung entstehen kénnte, in 
einer Konzentration von 0,2 mol als alleinige C- und N- Quelle gereicht. 
Um dem Pilz den Angriff auf die beiden Aminosiuren zu erleichtern, 
wurde je Kolben 1 Tropfen einer 1/;%igen Glucoselésung als ,,Start- 
menge™ zugegeben. Die nach 30 Tagen erzielten Trockenmycelgewichte 
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entsprachen denjenigen auf Bernstein- und Fumarsaure und lagen auf 
 Glutaminsaure zwischen 23 und 34 mg (Mittel 27,8), auf Asparaginsdure 
zwischen 18 und 27 mg (Mittel 21,5 mg). Wachstumsausfall wurde bei 
keinem der 18 Staémme verzeichnet, der Mycelertrag zeigt jedoch, daB 
bei beiden Sauren weder der Stickstoffanteil, noch das C-Skelett richtig 
auswertbar war, eine Beobachtung, die schon BE1yERINCK (1892) an Hefen 
machte und auf die A. Rrppen (1937) besonders hinwies. Nach 5 wochiger 
Kulturdauer fiel hier in zahlreichen Kolben eine besonders reichliche 
Oxalatbildung auf (Versuche, nach Neutralisierung des Oxalats durch 
CaCO, entstandenes Leucin [nach BurKEwrrscH 1899] nachzuweisen, 
verliefen negativ). 

Die schlechte EKignung der organischen Sduren (in abfallender Reihe 
von Bernstein- und Fumarsiure zu Weinsiure) beruht u. a. auf ihrer 
reduzierenden Wirkung, auf die der Hausschwamm sehr empfindlich 
reagiert, laut friiheren eigenen Versuchsergebnissen, bei denen schon 
geringe Mengen Ascorbinsiure Wachstumshemmungen auslésten. Ein 
weiterer Grund besteht darin, daB organische Sduren, die bereits als 
naturliche Stoffwechselprodukte auftreten, nun in besonders erhdhter 
Konzentration in der Nahrlosung vorlagen. (Bei mehreren der 18 ge- 
priften Stamme konnten in hier nicht niher beschriebenen Versuchen 
in Glucose/Nitratkulturen neben Oxalsiéure eindeutig Bernsteinsaiure 
und Apfelsadure gefunden werden; vgl. auch Norp u. Virucct 1946, 1947.) 


AbschlieBend sei darauf hingewiesen, da FancK (1912) gerade den organischen 
Sauren, die fiir eine Mycelbildung hier am schwachsten verwertbar waren, nimlich 
Wein-, Citronen- und Apfelsaure eine giinstige Wirkung auf die Basidiosporen- 

keimung von Merulius zuschrieb. 


Kohlenhydrate 

Die Versuche mit organischen Sauren zeigten deutlich, wie bei Ver- 
sorgung mit schlecht aufnehmbaren C-Quellen auch gut verwertbare 
N-Verbindungen (hier Nitrat) ihren vollen Wachstumswert nicht ent- 
falten koénnen. Bereits 1912 kennzeichnete WATERMANN den Einflu8 ver- 
schiedener C-Substanzen auf die N-Aufnahme durch die sogenannte 
, Stickstoffzahl‘‘, bei der der genutzte N-Anteil auf 100 Teile assimilierten 
Zuckers bezogen wird. 

Der folgende Versuch mit 0,2 molaren Mengen verschiedener Zucker 
bei gleicher Nitratgabe (0,05 mol Ca(NO,),) bringt diese Abhdngigkeit 
besonders deutlich zum Ausdruck. Es handelt sich hier um eine Wieder- 
holung auf breiterer Basis bzw. eine Erweiterung der Wachstumsversuche, 
die ZopERST (1952) auf verschiedenen Zuckern anstellte. Tab. 8 u. 9 geben 
die Mittelwerte von 18 Stémmen fiir Trockenmycelgewicht und py-Wert- 
anderung an. Danach ist die Abnahme der Verwertbarkeit bei den ge- 
reichten Pentosen am markantesten. Das Wachstum auf Xylose be- 
statigte bei allen Kulturen das Ergebnis von Zoperst (1952a). Auf 

14* 
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Arabinose, die dem Pilz auch am natiirlichen Standort nicht in dem 
Umfang wie Xylose entgegentritt, war bei zahlreichen Stémmen das 
Anfangswachstum verzégert. Im Laufe der 50tagigen Kulturperiode kam 
es jedoch noch zu reichlicher Mycelneubildung. Als véllig ungeeignet 
erwies sich in simtlichen Fallen Rhamnose, bei der wahrscheinlich 
wiederum die Methylgruppe und deren Stellung fiir den geringen Ertrag 
den Ausschlag geben. 


Tabelle 8. Erntegewichte auf verschiedenen Zuckern 
a neutraler, b saurer Ausgang-pxy-Wert 


nach 30 Tagen nach 50 Tagen 
a b | a b 
mittlerer mittlerer mittlerer | mittlerer 
mg Fehler ae Fehler =e Fehler ip Fehler 

% % % % 
Xylose. . . .| 101 10,3 89 9,4 £12 yf 109 14,8 
Arabinose . .}| 40 11,5 43 12,1 88 12,8 | 106 18,5 
Rhamnose . . 7 28,0 8 18,7 11 23,9 27 21,4 
Glucose .. .| 103 9,2 98 Lies 121 2,6 129 8,5 
Methylglucosid | 57 8,7 61 14,6 98 11,3 121 Lie 
Galaktose . .}| 75 8,1 81 1355 83 6,2 88 6,6 
Saccharose . .| 108 34,6 149 28,7 150 19,8 185 23,1 
Maltose .. .| 141 3,8 138 10,4 299 7,8 282 9,2 
Lactose .. . .| 144 19,3 184 9,8 288 15,6 252 7,9 
Raffinose> . .| 78 25,6 122 by Py 192 32,5 275 19,3 

Tabelle 9. p,,-Wert-Anderung bei Verabreichung von Zuckern 
Ausgangs-pH nach 30 Tagen nach 50 Tagen 
a b a b a b 

Xylose 5,6 4,6 2.7 2,47 sho 2,29 
Arabinose 5,7 4,3 Sea | 3,31 271 ys | 
Rhamnose . 5,6 4,3 4,08 4,02 3,94 3,34 
Glucose ed 5,7 4,3 2,53 2,51 22 22% 
Methylglucosid . 5,6 4,3 3,21 2,94 2,69 2,66 
Galaktose 5,7 4,3 3,6 2,86 3,39 2,52 @ 
Saccharose . 5,7 4,4 2,84 ay fl 2,49 2,43 
Maltose 5,7 4,4 2,65 3,01 2,48 2,43 
Lactose 5,7 4,3 3,24 2,9 2,5 2,39 
Raffinose. 5,6 4,3 2,9 2,9 2,07 2,6 


Auf Hexosen, Di- und Trisacchariden steigerte sich die Ertragsmenge, 
wobei aber die gewichtsmaifige Zunahme der Zuckermenge bei gleichen. 
Molaritaten zu beriicksichtigen ist! Glucose, die leichtest-verwertbare | 
Hexose, war nur als VergleichsmaBstab in die Reihe miteinbezogen, da 
ihre ausgezeichnete Wachstumswirkung schon bisher Grundlage der | 
Hausschwammkultivierung auf synthetischer Naihrlésung war. 
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B-Methylglucosid kann als Beispiel dafiir gelten, daB die Verwert- 


_ barkeit emer Verbindung nicht nur durch ein neu hinzugekommenes 


\ 


Radikal, hier CH,, verandert wird, sondern da auch dessen Stellung 
mitbestimmend wirkt. Nach maBigem Anfangswachstum setzte nach 
etwa 2 Wochen bei der Mehrzahl der Stémme kraftige Luftmycelbildung 
ein, wahrend bei anderen eine Neigung zur Strangentwicklung sich be- 
merkbar machte. Der Ertragsmittelwert charakterisiert diese Verbindung 
als Gkonomisch gut verwertbare C- Quelle. 

Auf Galaktose boten die Kulturen zu Beginn des Versuches ein sehr 
einheitliches Bild mit Zuwachswerten, die fast denen auf Glucose gleich- 
kamen. Wahrend aber die Neuentwicklung von Mycel auf anderen 
Zuckern oft erst zu einem spateren Zeitpunkt einsetzte, trat hier die 
umgekehrte Erscheinung eines Stillstandes auf. In verstarktem Mafe 


wurde dies auch auf Saccharose beobachtet, die die groBten Ertrags- 


schwankungen bei den verschiedenen Stimmen zeitigte, jedoch nirgends 
in dem MaBe, wie der von ZoBERST verwendete Stamm aus Hannoversch- 


~Miinden erwarten lieB. Maltose und Lactose lésten beide nicht nur 


rasches Langenwachstum, sondern auch die Bildung besonders dichter 
Mycelpolster aus. Erst gegen Ende der Kultivierungsperiode zeigte sich 
dann bei den Wagungen, daB die Mengen auf Maltose mit wenigen Aus- 
nahmen die auf Lactose ibertrafen. 

Auf Raffinose fiel durchwegs auf, da8 erst in der zweiten Halfte 
der 50 tagigen Kulturdauer ein plétzlicher Wachstumsschub eintrat, mog- 
licherweise zuriickzufihren auf die Entstehung von Glucose und Galak- 
tose nach einer verzogerten Spaltung der Melibiose. Im Gegensatz zu 
anderen Mikroorganismen, die bei der Verabreichung von Raffinose oft 
nur 1/5, d. h. den auf Glucose entfallenden Anteil aufnehmen kénnen, ist 
auf Grund der erzielten Mycelertrage der Hausschwamm in der Lage, 
alle entstehenden Zuckerkomponenten zu verwerten. 

Zur Erginzung der Versuche mit verschiedenen C- Quellen wurden mit 
3 besonders schnellwiichsigen Stammen (Miinchen W6., Passau und Lin- 
denberg) noch 2 aromatische Substanzen gepriift, némlich Tannin und 
Lignin. 

Der Abbau von Tannin ist nicht nur Schimmelpilzen moéglich (RipPEL u. KasE- 
Ling 1930), sondern auch Holzzerstorern, speziell der Gruppe der Ligninzehrer 
(Scumirz u. ZELLER 1919, BavENDAMM 1928). Cellulosezersetzern hingegen, wie 
dem Echten Hausschwamm, fehlt diese Fahigkeit, Gerbstoffe aufzuspalten in 
Zucker und Phenolcarbonsaéuren wie Gallussaiure, Digallussiure usw., sie werden 
durch die aromatische Komponente mehr oder minder stark geschadigt. Die Ver- 
traglichkeitsmenge ist beim Hausschwamm gering (vgl. WEHMER 1912), nach 
Favcx (1912) liegt fiir Coniophora und den ahnlich reagierenden Merulius die 
absolute Hemmung bei 1%, nach Bavenpam™ die Hemmung durch Hichenholz- 
gerbstoff bei 2%, bei Kastanienholzgerbstoff bei 4% (wobei hier aber eine ab- 
geschwachte Wirkung durch etwaige EiweiB-Gerbstoffverbindungen des Nahr- 
bodens zu beriicksichtigen ist). Eigene Versuche (LAMPRECHT 1957), bei denen 
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neben vollwertiger N- und C-Versorgung 0,002% bis 0,005% Tannin der Nahr- 
lésung beigemischt waren, fithrten damals zu dem SchluB, daB geringe Tannin- 
mengen als ,,Ca-Ersatz‘‘ eine giinstige, antagonistische Funktion gegeniiber 
quellend wirkenden Tonen ausitben und dabei vom Hausschwamm unter den 
gegebenen Bedingungen vielleicht irgendwie angegriffen werden. 


Da nun aber die Bildung geringer Tannasemengen nicht besagt, dab 
Holzzerstérer Tannin als einzige C- Quelle zu verwerten vermégen — ein 
Fall, der fiir den Hausschwamm nie zutrifft — sollte der angesetzte Ver- 
such nur zeigen, bei welchen Tanninkonzentrationen in synthetischer 
Nahrlésung irreversible Schidigungen des Pilzes auftreten, wenn eine 
gut verwertbare C-Verbindung fehlt. In synthetischer Nahrlésung mit 


Tabelle 10. Tannin-Hemmung des Hausschwamms 


Tanninmenge Stamm: Miinchen-W6. Passau Lindenberg 
% mg mg mg 
0,005 27 16 ! 9 
0,01 20 13 | 16 
0,05 18 21 / 12 
0,1 12 19 14 
0,5 = 10 (1 Kolben) | — 


0,05 mol Ca(NO,), und einem Ausgangs-py von 5,4 umfaBten die Tannin- 
konzentrationen von 0,005; 0,01; 0,05; 0,1 bis 0,5°% den Bereich, der 
zwischen der vertraglichen Menge und der bereits bekannten Hemmungs- 
schwelle lag. Nach raschem Auskeimen samtlicher Kulturen (je 3 Kolben/ 
Konzentration/Stamm) aus den Reserven des Inpfmycels trat nirgends 
ein nennenswerter Zuwachs innerhalb von 30 Tagen ein (Tab. 10). 

Die aufgefiihrten Mycelgewichte sind das Mittel aus 2 Kolben, vom 
dritten wurde nach 50 Tagen das gesamte Mycelstiick in normale Nahr- 
lésung zuriickgeimpft. Dabei ergab sich eindeutig, daB alle Mycelien aus 
Kolben von 0,005% bis 0,05% einschlieBlich voll lebensfahig waren, 
wahrend die Mycelien von 0,1°% nur sehr zégernd wenige neue Hyphen 
bildeten und die Impfstiicke aus 0,5 %iger Tanninlésung letal geschadigt 
waren. Die Hemmungsschwelle von Tannin liegt also fiir Hausschwamm 
bei etwa 0,1%. . 

Auf Grund bisheriger Untersuchungen, nach denen der Benzolkern 
dem Hausschwamm den Angriff auf entsprechende Verbindungen er- 
schwert oder unméglich macht, lieB sich auch auf Lignin als alleiniger 
C-Quelle nur ein negatives Wachstumsverhalten erwarten. Die Frage 
einer Hemmkonzentration war hier nicht zu priifen, da der Pilz auch an 
seinem natitirlichen Standort Holz keine Schadigung dadurch erfahrt. Es 
wurden im Gegenteil bei eigenen Versuchen des éfteren die iippigsten 
Hausschwammkulturen aus solehen Holzstiicken isoliert, deren Cellulose- 
gehalt bereits langere Zeit véllig zerstért war und die nur noch den 
Ligninanteil aufwiesen. Von Interesse war daher bei diesem Versuch, ob 
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der Pilz nach 50tagigem Verbleiben auf Lignin in rein anorganischer 
Lésung bei Riickimpfung auf das tibliche Nahrmedium irgendwelche 
physiologischen Veranderungen zeigt. 

Die Kulturen der Versuchsgruppe a enthielten Lignin! (0,1 ¢ pro 10 cm?) in 
anorganischer Nahrlésung ohne Stickstoff- und Kohlenstoffverbindungen bei einem 
Ausgangs-px von 5,8. Es herrschten also Bedingungen wie etwa im Holz nach Zer- 
storung des Celluloseanteils. In Gruppe b kamen noch 0,05 mol Ca(NO3), hinzu (px5,7). 

Bereitsnach einigen Tagen entwickelten sichin allen Kolben Lufthyphen, 
die Mycelneubildung wurde erwartungsgema8 durch die Gegenwart von 
Lignin nicht zuriickgedrangt. In einem Zeitraum von 50 Tagen aber kam es 
auf Lignin allein nur zu einem Hungerwachstum mit Ertragsmittelwerten 
von 16, 29 und 16 mg. Bei Zugabe von Ca(NO,), wogen die getrockneten 
Mycelien 42, 57 und 58 mg im Durchschnitt. Es ware jedoch nicht be- 
rechtigt, deshalb einen Angriff auf das Lignin durch phenolaseadhnliche 
_ Enzyme und damit deren Vorhandensein im Hausschwammmycel daraus 
zu folgern. Das Ligninpraparat war néimlich ohne Zweifel verunreinigt 
und enthielt neben verwertbaren Kohlenstoffsubstanzen auch Stickstoff 
in aufnehmbarer Form. Kontrollversuche, denen neben 0,1 g Lignin 
keine N- Quelle, aber 0,1 mol (=—1,8%) Glucose zugegeben wurde, er- 
zielten namlich Erntegewichte von 93 bzw. 126 mg nach 50 Tagen! 

Rasches, kraftiges Wachstum sadmtlicher riickgeimpfter Mycelien mit 
fortschreitender py-Abnahme und einer Verminderung der in der Nahr- 
lésung enthaltenen Salze in der normalen Weise bestitigte, daB Lignin 
trotz seiner aromatischen Komponente keinen stérenden Hinflu8 auf 
den Pilz ausgeitibt hatte. 

Der Versuch iiber die Ligninwirkung soll mit gereinigter Substanz (vgl. Angaben 
yon Day/Prxczar/Gorriies 1949) spater ausfithrlicher wiederholt werden. 

Uberblickt man zusammenfassend die Ergebnisse der hier geschilderten 
Versuchsreihen, so zeigen die von verschiedenen Gegenden und Stellen 
herstammenden Hausschwammkulturen, bei einer allgemein guten Art- 
konstanz, auf organischen Stickstoffverbindungen durchschnittlich ge- 
ringere Schwankungen untereinander (vgl. mittlerer Fehler) als auf den 
gereichten Kohlenstoffquellen. Gleichzeitig ist auch das physiologische 
Aufnahmevermégen gegeniiber den verschiedenen N-Verbindungstypen 
einheitlicher als etwa das von organischen Sdéuren und Zuckern. Relativ 
geringe Differenzen traten auch bei einem an Hand fritherer Arbeitsauf- 
zeichnungen angestellten Vergleich zwischen dem Wachstumseffekt auf 
anorganisch- und organisch-gebundenem Stickstoff zutage. 

Wie bei Nitraten und Ammonsalzen wurde nach 3 Wochen von Versuchsreihe 1, 


d. h. simtlichen Kolben mit Glycin, Alanin, Leucin, Glutaminsaure und Asparagin- 
siure der in der Nahrlésung verbliebene N-Anteil nach KynHLpaHnt ermittelt. Da 


1 Das fiir den Versuch verwendete Lignin stammte von der Firma Percola- 
Miinchen. Herstellungsform und Herkunft (Laubholz- oder Coniferenlignin) waren 
nicht bekannt. 


206 Luise LAMPRECHT: 


in allen Kolben mit 10cm* Nahrlésung 7mgN vorhanden waren, auBerdem die 
Glucosemenge von 0,2 mol so reichlich bemessen war, daB einer vollstandigen 
N-Auswertung nichts im Wege stand, haitten mit der vorhandenen N-Menge 
43,75 mg Eiweif entstehen kénnen, (da der N-Anteil im EiweiB etwa 16% betragt). 
Beriicksichtigt. man neben anderen Zellsubstanzen den Chitinanteil der Haus- 
schwammhyphen, so entspricht der oben errechneten EiweiBmenge ein etwa 5mal | 
so groBes Gesamtmycelgewicht, das als ,,theoretischer Endertrag“ bezeichnet wurde. 


Tabelle 11. Mycelertrag und N-Verbrauch 


Nitrat-N | Nitrat-N | Ammon-N | Ammon-N ares rors 
neutral gauer neutral Bauer = | ~Saure= Saures 
neutral sauer 
vorhandenes 
Trockenmycel- 
gewicht ...| 39 mg 53 mg 39,3 mg | 67,3 mg | 54mg 50 mg 
Prozent des theo- 
retischen End- 
ertrags ... iN pss TO.2 7 ole Ades 23% | 24,5% 22,7% 


tatsachlicher 
N-Verbrauch .| 2,28 mg | 3,16 mg | 2,33 mg | 2,99 mg | 2,07 mg | 1,95 mg 
auf 100 mg Glu- 


coseund {mg N 

bezogen, ent- 

standen an My- 

cel : 19mg | 18,6mg | 18,7 mg | 23mg | 27mg | 25,6 mg 


Die Annahme einer etwa 5fachen Menge erfuhr durch die Gesamtstickstoff- 
bestimmung von Mycel eine Bestitigung. Die dabei nachgewiesenen Mengen von 
2,6—3°% N in der Trockensubstanz ergaben einen Eiweifgehalt des Mycels von 
16,5—18,7%, also etwa 1/;. 

Man ersieht also aus der Zusammenstellung in Tab. 11, da Amino- 
sduren zwar 6konomischer ausgewertet wurden als Nitrat und Ammon- 
salze, jedoch liegen auch hier die Unterschiede nicht auBerhalb des Be- 
reiches der ermittelten Standardabweichungen. 

Auf die Proteinzusammensetzung wirkt sich ebenfalls nicht aus, 
in welcher Form der Stickstoff dem Pilz gereicht wird. Sowohl nach Dar-’ 
bietung anorganischer als auch organischer N- Quellen lieBen sich in jedem 
Falle Glycin, Alanin, Leucin, Glutaminsiiure, Asparaginsaure, Valin, 
Serin und Phenylalanin einwandfrei analysieren (Methodik der Chromato- 
graphie nach LinsKEns 1955), vgl. auch ABDERHALDEN u. Rona, KisHr- 
WEIN u. ZOBERST (1952) sowie GOrrina, LamPRECHT u. HILDINGER (1958). 


C. Fruchtkérperbildung 
Abschliefend sei noch kurz iiber einen Versuch berichtet, der in die 
Problemstellung einer méglichst ,,naturgetreuen“ Kultivierung mit ein- 
bezogen ist, naémlich die Bildung von Fruchtkérpern auf synthetischer 
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Nahrlosung. Zoperst (1952) hat bereits auf die von alteren Autoren er- 
~ wahnten Faktoren wie Luftfeuchtigkeit, Temperatur, Belichtung usw. hin- 
gewiesen. Unbeachtet blieb allerdings die Rolle der Stickstoffernahrung. 
Wahrend die von mir gepriiften 18 Stémme friher nie zur Frucht- 
kérperbildung neigten, trat eine solche bei einer Reihe von ihnen plétz- 
lich auf, wenn an Stelle der einfachen N-Gabe eine Kombination von 
Ca(NO,),, NH,Cl, Glyein, Glutaminsaure, Asparagin, Oxamid, Harnstoff 


Abb.1 Abb. 2 
Basidien mit Sporen von Kulturfruchtkérpern. Fruchtkérperbildung von Merulius lacr. 
(Winterfruchtkérper). Vergr. 750fach in Wiirzeagarrohrchen. Vergr. etwa 25fach 


und Harnsiure mit einem Gesamtgehalt von 0,05 mol in der tblichen 
Nahrlésung mit Spurenelementen und B, gereicht wurde. Die py-Aus- 
gangswerte lagen um 6, da mit langeren Wachstumsperioden gerechnet 
wurde. Die Bildung basidiogener Schichten setzte bereits nach wenigen 
Wochen ein und zwar im pa-Bereich um den IEP, zwischen 5,3—4,9. 
DaB es hierbei zu Stoffwechseldinderungen, wahrscheinlich sogar auto- 
lytischen Vorgingen kommt, bestatigte die Analyse der bewachsenen 
Niahrlésung, deren N-Gehalt sich nach einem Monat noch kaum vermin- 
dert hatte. (Nach CzaPEK 1920) geht ein GroBteil der hauptsachlich in 
der ersten Woche aufgenommenen N-Verbindungen durch ,,absterbende 
Zellen“ wieder in das Substrat zuriick.) Die Rolle der Temperatur bei der 
Fruchtkérperbildung liegt vielmehr in ihren Schwankungen, als ihrer 
absoluten Héhe begriindet. So wirkte in den Monaten Juli-August eine 
plotzliche Abkithlung auf 20°C) nach besonders trockenheiBen Tagen 
ebenso fordernd auf die Fruchtkérperbildung wie ein plétzlicher Anstieg 
nach kithlen Herbsttagen bei Inbetriebnahme der Heizung. Abb.1 zeigt, 
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daB es sich hier nicht um eine verkiimmerte basidiogene Schicht handelt, 
wie man sie bisweilen in Kulturen beobachten kann, sondern um eine 
voll funktionsfaihige mit normalen Sporen. 

Ein Einflu8 der Isolierung der Primarreinkulturen aus Mycel oder 
Fruchtkérper lie® sich nicht nachweisen. So blieben 3 Staémme, die in 
letzter Zeit aus inneren Fruchtkérperschichten herauskultiviert wurden, 
bis heute auf der genannten Lésung nur im Mycelstadium. Lediglich bei 
den Kulturkolben dieser Stémme, die als weiteres Impfmaterial dienten 
und die an den Abreif®stellen (durch Impfnadel oder Skalpell) dichte Mycel- 
polster bildeten, lieBen sich im mikroskopischen Praparat hier ver- 
breiterte Hyphenenden finden, wie sie auch in Fruchtkorpern vor- 
kommen. 

Im allgemeinen bildeten nur die Stémme, die bereits 1—2 Jahre auf 
einfacher synthetischer Nahrlésung in groBen Baboschalen gezogen wur- 
den und die wegen auftretender Wachstumsermiidung zwischenzeitlich 
schon auf Kleie oder nahrlésungsgetranktes Fichtenholzmehl rick- 
geimpft waren, Fruchtkorper. Bei 3 Stammen (Munchen 1, Miinchen 2 
und A8ling) kam es merkwiirdigerweise erst nach Ubertragung von der 
eingangs beschriebenen Losung auf Wiirzeagarréhrchen zur Frucht- 
k6drperbildung in geringsten Dimensionen (Abb. 2). 

Die Nahrlosungsfruchtkérper und deren Bildungskulturen sind beson- 
ders anfallig gegen Schimmelpilze mit antibiotisch wirksamen Stoff- 
wechselprodukten. 


Zusammenfassung 


Bei der Priifung von 18 Hausschwammstimmen aus verschiedenen 
Gegenden und von ungleichen Standorten wurde durch die Ermittlung 
der Standardabweichungen bei den Mycelertrigen ein Uberblick iiber 
die Aufnahmeunterschiede organischer N- und C-Quellen geschaffen. 

Der Pilz besitzt bei der Verwertung von Stickstoffverbindungen eine 
groBere Artkonstanz als bei der von Kohlenstoffsubstanzen. 

Bei simtlichen Stémmen eigneten sich zur Stickstoff-Ernahrung 
in besonderem Mae: Glycin, Alanin, Glutaminsiure, Asparaginsiure, 
Asparagin, Oxamid, Acetamid, Harnstoff, Harnsiure und Allantoin. 

Zur Kohlenstoff-Versorgung sind organische Saéuren ungeeignet, 
ausgenommen in beschranktem MaBe Bernstein- und Fumarsaure, bzw. 
xlutaminsaure und Asparaginsiure. 

Die gereichten Zucker erbrachten mit Ausnahme der Methylpentose 
(Rhamnose) hohe Mycelertriige, wobei jedoch die einzelnen Kultur- 
stamme stark variierten. 

Die Hemmungsgrenze von Tannin liegt auf synthetischer Nahrlosung 
bei 0,1%. Die Gegenwart von Lignin in der Nahrlésung blieb ohne Ein- 
fluB auf das Pilzwachstum. 
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Fir die Entwicklung von Fruchtkérpern in synthetischer Nahrlosung 
ist die Zusammensetzung der N-Komponente neben den bekannten 
Faktoren mit von Bedeutung. 


Meinem verehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. R. Gisti, méchte ich meinen herz- 
lichen Dank aussprechen fiir die Problemstellung und die zahlreichen, wertvollen 
Hinweise zu dieser Arbeit. 
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Uber den Phosphathaushalt von Hydrodictyon I 


Von 
A.PIRSON und A, KUHL* 


Mit 9 Textabbildungen 
(Eingegangen am 21. Marz 1958) 


Im Zusammenhang mit Untersuchungen der Wachstums- und Stoff- 
wechselperiodizitaét der Griinalge Hydrodictyon (vgl. zuletzt Prrson u. 
Scuén 1957, RicuTer u. Prrson 1957) erwies es sich als notwendig, die 
~ Stoffwechseldaten durch analytische Aufarbeitung des Zellmaterials zu 
verschiedenen Zeiten eines periodischen Licht-Dunkel-Wechsels zu er- 
gainzen und damit weitere Anhaltspunkte fiir die Natur der periodischen 
Reaktionen des Objektes zu erhalten. Wir haben daher u. a. den Phos- 
phathaushalt in die Betrachtung einbezogen, dessen Bedeutung fiir den 
Stoffwechsel im Licht und im Dunkeln immer klarer zu Tage tritt. Wir 
gingen dabei zuniichst von der analytischen Erfassung einiger Phosphat- 
fraktionen aus. Dieses weitgehend statische Verfahren bedarf natiirlich 
einer Erweiterung durch die Erfassung der innerhalb der Komponenten 
ablaufenden dynamischen Umsiatze; dieser Teil der Fragestellung, der 
nur mit Hilfe der Isotopentechnik bearbeitet werden kann, bleibt spateren 
_ Untersuchungen vorbehalten. 

Fir die Fraktionierung der Phosphatverbindungen gibt es konven- 
tionelle Arbeitsgange, diemeist von der Aufteilung indie Anteile ausgehen, 
welche in Trichloressigsdure (TES) léslich baw. unléslich sind. Fiir die Be- 
wertung der Versuchsdaten und den Vergleich der Arbeiten verschiedener 
Autoren ist die Kenntnis der Besonderheiten der jeweiligen Verfahren 
erforderlich; dies gilt sowohl fiir den Trennungsgang als auch fiir die 
Methode der Phosphatbestimmung. Aus diesem Grunde war es notig, der 
ersten Publikation dieser Reihe einige methodische Angaben vorauszu- 
schicken. Hinsichtlich der experimentellen Details, auf deren Anfiithrung 
an dieser Stelle verzichtet werden kann, sei auf Kuni (1957) verwiesen. 


I. Methodik 


1. Anzucht und Versuchsmedium 


Hydrodictyon reticulatum (L.) Lagerh. wird seit mehreren Jahren (NEEB 1952) 
_im hiesigen Institut im Lichtthermostaten kultiviert. Zur normalen Anzucht diente 
folgende Nahrlésung (Chemikalien analysenrein): KNO; 0,0125 g; MgSO, - 7 H,O 


* Herrn Prof. Dr. Dr. h. c. Dr. h. c. R. Harper zum 70. Geburtstag gewidmet. 
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0,0125 g; KH,PO, (SdRENsEN) 0,0125 g; Ca (NO,).° 4 H,O 0,05 g; K,CO, 0,017 g; 
FeSO, : 7 H,O 0,0009 g; H,O 1000 cm’. Bei der Anzucht wurde stets Erdabkochung 
zugesetzt. : 

Die Nahrlésung in den KulturgefaBen wurde je nach GroBe der Netze alle drei 
bis sieben Tage erneuert. { 

Da in den kurzfristigen Versuchen zum Phosphatumsatz eine definierte Ionen- 
zusammensetzung der Naihrlésung erwiinscht war, arbeiteten wir hierbei mit einer 
Losung, welche in quarzdest. Wasser die doppelte Konzentration der aufgefiihrten 
Nahrsalze enthielt, wodurch fiir die 
Erdabkochung geniigender mine- 
ralischer Ersatz geschaffen war. An 
Spurenelementen wurden dann nach 
Scu6n (1955) 10 y Zn (als ZnSO,-7 
H,O) und 5y Mn (als MnCl, - 4 H,O) 
TES-Nistiches je Liter zugegeben. Anzucht- und 
Phosphat St-Ph Versuchslésungen wurden mit HCl 

auf px 7,0 eingestellt. Zur Ver- 
meidung von Ubergangsstérungen 
wurden die Kolonien stets schon 
Pacers 24 Std vor dem eigentlichen Versuch 
Prosotat in ie Versuchsnahrlésung  iiber- 
G-Ph tragen. Bei Versuchsbeginn selbst 
wurde das Material nochmals in 


Anorganisches Phosph 
(Ortho-Phasphat) 
APh 


Saurelosliches, stabiles 
organisches Phosphat 
JL-StOPh 


SOureléstiches ,,7 min 
Phosphat 
5L-7Ph 


‘5 aes Gesamtes 

Hh wht! - 7min®2hosohat frische Nahrlésung gebracht. 
aka G-72h Als Kultur- und VersuchsgefaBe 
eee wurden im Lichtthermostaten (20°) 
Phosohat SUPA Quarzschalen (Rotosil) verschie- 

dener GréBe verwendet. 

Beleuchtung. Bei normaler 
pool vehi or Anzucht waren die Algen einem 
ee regelmaBigen Licht-Dunkel-Wechsel 
SU-StOPh (12: 12 Std) ausgesetzt. Als Licht- 
quellen dienten Leuchtstoffréhren 
Abb. 1. (OSRAM HNT 202, 40 Watt). Die 
Auftrennungs- und Bezeichnungsschema Beleuchtungsstirke war in der 


Pie he) = Dospbagteakopen Schalenmitte unter einem abdecken- 


den Rundfilterpapier auf 300 Lux 
einreguliert. Fiir die meisten Versuche wurde sie durch Wegnahme des Filters auf 
1000 Lux erhéht. Die GefaiBe wurden mit Algen in lockerer Packung so beschickt, 
daB der LichtgenuB bei allen Kolonien annahernd derselbe war. 


2. Fraktionierung der Phosphate 

Die Netze wurden durch Eintauchen in dest. Wasser zweimal kurz abgewaschen, 
auf Filtrierpapier rasch abgetrocknet und mit fliissiger Luft in kleinen Porzellan- 
morsern zerrieben. Das so erhaltene ,,Gefrierpulver“ wurde gerade so weit aufgetaut, 
daB zugegebenes, eiskaltes Wasser nicht mehr sofort gefror; nach nochmaligem 
kraftigem Riihren wurde die erhaltene Suspension in einen gekiihlten MeBzylinder 
iiberfiihrt und mit eiskaltem Wasser auf ein konstantes Volumen (in der Regel 
20 ml) aufgefiillt. Alle weiteren Untersuchungen (vgl. Schema, Abb. 1) gehen von 
einer derart gewonnenen ,,Ausgangssuspension‘ aus. 

a) Gesamtphosphat: 0,5 ml der Ausgangssuspension wurden in kleinen Glas- 
kélbchen mit 0,4 ml Schwefelsiure (Merck, D = 1,84) unter mehrmaligem trop- 
fenweisen Zugeben von ,,Perhydrol‘‘ (Merck) auf der Gasflamme feucht voll- 
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kommen verascht. Nach dem Abkiithlen wurde mit 3—4 ml Wasser verdiinnt und 
5 min kraftig aufgekocht, um etwa vorhandenes Pyrophosphat in Orthophosphat 
zu verwandeln. Nach der Veraschung wurde die Loésung quantitativ mit Wasser in 
einen MeSzylinder itberfithrt, auf 5 ml gebracht, gut durchgemischt und je 1 ml zur 
Phosphatbestimmung verwendet. 


b) Trichloressigsiure-Extrakt: 4,0 ml der Ausgangssuspension wurden in 
4,0 ml eiskalte (0—2° C) 10% ige THS-Lésung (Gewicht/Volumen) einpipettiert. 
Unter diesen Bedingungen soll eine Spaltung von labilen Phosphatverbindungen 

durch die TES weitgehend vermieden werden. Trotzdem ist nicht genau bekannt, 
ob etwas Orthophosphat in dieser Praparationsphase als Artefakt anfallt. Auf diese 
wichtige Tatsache ist von allen Untersuchern immer wieder hingewiesen worden. 
Nach 10 min waren alle extrahierbaren Verbindungen gelést. 

Der unlésliche Riickstand wurde durch scharfes Zentrifugieren vom klaren 
Extrakt getrennt. Nach SpregeELMAN u. Kamen (1947) enthalt der Extrakt alles 
Orthophosphat, von organischen P-Verbindungen insbesondere Zwischenstufen des 
Kohlenhydratstoffwechsels und Coenzyme. Dazu kommen bei den verschiedensten 
niederen Pflanzen (auch bei Hydrodictyon) héher kondensierte anorganische Poly- 
phosphate (W1aME 1958). 


Im TES-Extrakt wurden bestimmt: 


Anorganisches Orthophosphat (APh), das vollstindig im Extrakt vorliegt und in 
diesem direkt erfaBt werden kann (siehe unten). 

Die sdureléslichen, labilen Phosphorverbindungen (sogenannte ,,7-Minuten‘-Phos- 
phate, SL-7 Ph) als zusatzliches Orthophosphat, nachdem der Extrakt der Hydrolyse 
nach Lonmann (1 n HCl, 100° C, 7 min) unterworfen worden war. 

Nach LinpBerG u. Ernster (1956) werden unter den genannten Bedingungen 
yollstindig gespalten: anorganisches Pyro- und Metaphosphat, Nucleotidpoly- 
phosphate und Glucose-1-phosphat. Teilweiser Spaltung unterliegen: Phospho- 
Enolbrenztraubensaure, Dioxyacetonphosphat, Glycerinaldehydphosphat und die 
Phosphatgruppe in 1-Stellung von Hexosediphosphat und Diphosphoglycerinsaure. 
Das gesamte siurelisliche Phosphat (SL-Ph) wurde erhalten, nachdem ein Teil des 

‘Extraktes (2 ml) mit Schwefelsiure und Perhydrol feucht verascht worden war 
(vgl. unter Gesamtphosphat!). 

Der Anteil der T#S-léslichen, stabilen, organischen Phosphatverbindungen 
(SL-StOPh) errechnete sich aus dem Wert fiir das gesamte saurelésliche Phosphat 
abziiglich der Werte fiir das anorganische Orthophosphat und das saurelésliche, 
labile Phosphat. 

c) TES-unlésliche Phosphate: Sie ergaben sich als Differenz zwischen 
Gesamtphosphat und gesamtem saureléslichem Phosphat. In kalter TES sind nach 
Scunerper (1945) unloslich: Phospholipoide, Phosphoproteide und Nucleinsauren. 
Dazu kommen nach W1AME (1949) unlésliche Polyphosphate. 

Wir haben uns bei der Auftrennung darauf beschrankt, diese Gruppe lediglich 

in ihrem Verhalten gegen Saurehydrolyse nach LOHMANN zu untersuchen. Dabei 
sind wir aus methodischen Griinden nicht vom Riickstand der TES-Extraktion 
ausgegangen, sondern haben die Ausgangssuspension unmittelbar einer 7 min 
Jangen Hydrolyse in 1 n HCl bei 100° C unterworfen. Dadurch wurde ein umstand- 
liches Waschen des Riickstandes vermieden, welches zusatzliche Fehlerquellen mit 
sich gebracht hatte. 

Sdureunlésliche, labile Phosphate: Hydrolysiert wurde eine Lésung aus 1 ml 
Ausgangssuspension, 2 ml H,0 und 3 ml HCl (2n), um bei der P-Bestimmung in 
den linearen Bereich der Farbreaktion zu kommen (siehe unten). Nach der Hydrolyse 
wurde scharf abzentrifugiert und in 1 ml der klaren Lésung Phosphat bestimmt. 
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Fine sehr feine Triibung, die manchmal in der MeBlésung nach Zugabe der Reagen- 
tien auftrat, wurde durch scharfes Zentrifugieren niedergeschlagen. Da wir das 
anorganische Orthophosphat (APh) und den saureléslichen Anteil der labilen Phos- 
phate schon vorher gemeinsam gemessen haben (vgl. Bestimmung der SL-7 Ph), 
stellt jetzt zusatzlich gemessenes Phosphat den siureunléslichen Anteil der labilen 
Phosphate (SU-7Ph) dar. Wie wir qualitativ nachgewiesen haben, besteht die 
Fraktion wenigstens teilweise aus siureunléslichen Polyphosphaten. 


Die stiureunléslichen, stabilen organischen Phosphate (SU-StOPh), in denen neben 
anderen Verbindungen die Nucleinsiuren enthalten sind, werden berechnet, indem 
vom Gesamtwert der saiureunléslichen (SU-Ph) Phosphate der hydrolysierbare 
Anteil subtrahiert wird. 


3. Ausfiihrung der Phosphatbestimmung 


Wir modifizierten die von WERKHEISER u. WINZLER (1953) angegebene Methode 
und verwendeten folgende Reagenslésungen: Ammoniummolybdatreagens: 
0,5% Ammoniummolybdat (p. a.) in 1 n Schwefelsiure; Ascorbinsaurelésung: 
0,59% Ascorbinsaure (p. a.) in Wasser. 

Zur Bestimmung wurden in Reagensgliser nacheinander einpipettiert: 1 ml 
phosphathaltige Lésung, 3 ml Ammoniummolybdatreagens und 1 ml Ascorbin- 
siurelésung als Reduktionsmittel. Die Mischung wird genau (!) drei Minuten in 
kochendem Wasser erhitzt, rasch abgekiithlt und bei 720 my (ZeiB-Spektralphoto- 
meter) gegen eine gleichbehandelte Blindlésung vermessen, in der die phosphat- 
haltige Losung durch das entsprechende reine Lésungsmittel ersetzt war. Diese 
Methode hat bei hoher Empfindlichkeit den Vorteil, daB die maximal entwickelte 
Farbe lange stabil und sofortiges Messen nicht erforderlich ist. Allerdings eignet sie 
sich nur fiir Lésungen, in welchen keine saurelabilen Phosphatverbindungen mehr 
vorliegen, weil die hohe Saureendkonzentration, zumal bei der Erhitzung, einen 
Teil derselben hydrolysiert. Wir konnten sie deshalb innerhalb unseres Trennungs- 
ganges zu allen Bestimmungen verwenden, mit Ausnahme derjenigen des anorgani- 
schen Orthophosphats, welches neben labilen Verbindungen im TES-Extrakt vorliegt. 

Zur Bestimmung des anorganischen Orthophosphats haben wir aus diesem 
Grunde bei gleichem Ammoniummolybdatreagens nicht Ascorbinsaurelésung, 
sondern eine 5%ige Lésung (1 ml) von FeSO, - 7 H,O in 0,5 n H,SO, verwendet, bei 
der die Farbentwicklung ohne Erhitzung ablauft (modifizierte Methode nach Rock- 
STEIN u. Herron 1951). Die Ferrosulfatlésung liefert erfahrungsgemaB® erst nach 
24stiindigem Stehen genaue MeBergebnisse; damit konnte dann bis zu 2 Tagen 
gearbeitet werden. Da die Farbausbildung langsamer verlauft als bei der Reduktion 
mit Ascorbinsiiure, wurde genau 20 min nach Zugabe des Reduktionsmittels bei 
720 my gegen eine gleichbehandelte entsprechende Blindlésung gemessen. 


Bezugsgr6Be: Gesamtstickstoff nach KsELDAHL. 


Trotz der Zuverlassigkeit der einzelnen Auftrennungs- und Be- 
stimmungsmethoden wurde zur zusitzlichen Sicherung der gesamte 
Trennungsgang an zwei gleichbehandelten Materialproben zu je 25 bis 
30 Netzen (Linge 5—8 em) durchgefiihrt. Jede der vorher beschriebenen 
Bestimmungen wurde, da wir stets Doppelbestimmungen durchfihrten, 
von Anfang an insgesamt viermal parallel vorgenommen. Alle dar- 
gestellten Werte sind Mittelwerte aus je 4 Parallelbestimmungen. Die 
maximalen Fehler der Aufarbeitungs- und Bestimmungsmethode bei 2 
parallel behandelten Materialproben betrugen in der Regel weniger als 
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+ 4%; dabei traten die gréBten Abweichungen beim SL—7Ph auf. 
‘Die Absolutwerte aller Fraktionen wurden jeweils auf das Gesamt- 
volumen der Ausgangssuspension berechnet. 


If. Phosphatspiegel im Licht und im Dunkeln 
1. I2stiindiger Licht-Dunkel-Wechsel 


Wahrend einer 12sttindigen Belichtungszeit (1000 Lux) nimmt das 
Gesamtphosphat der Zellen um annadhernd 80°% zu (Abb.2). Dieser Zu- 
wachs beruht in erster Linie 
auf einem markanten Anstieg ““/ 0 x a 
des anorganischen Orthophos- ML 634 
phats (in 6 Std auf das 5fache, 600 
in 12 Std auf das 8fache des | 
Ausgangswertes), wahrend das 
tbrige Phosphat mit zwei sei- 
ner Teilfraktionen ein flaches 4 
Maximum durchlauft und am %, 

Ende der Belichtungszeit ge- Ke APh 45 
geniiber dem Ausgangswert > 

etwas erniedrigt ist; das TES- 5t-STOPH | | 80 
lésliche stabile organische 
Phosphat nimmt gleichmabig 
ab (23%), vielleicht infolge er- SU-7Ph \ \ 152 
héhten Verbrauchs von Phos- z 

phatestern bei Wachstum oder 
Speicherung. Kine fortlaufende 0 
Epna.hme Ree Cas Abb. 2. Veriinderungen der Phosphatfraktionen 
léslichen Phosphate  (z. dh wiihrend der Lichtzeit eines 12stiindigen Licht- 
Polyphosphate), mdoglicher- Dunkel-Wechsels. Fur alle Darstellungen in der 


. gleichen Art gilt: Die Zahlenangaben sind Mittel- 
weise ebenfalls im Zusammen- werte aus je 4 véllig getrennt durchgeftihrten Be- 


hang mit synthetischen Rea ee etna nt del 
tionen, ist deutlich (21 oy einen iiber die Siulenrander hinausgehenden Strich 

Die Konzentrationserhé- dargestellt. NZ Erneuerung der Nihrlosung 
hung des anorganischen Phos- 
phats inder belichteten Hydrodictyonzelle folgt nicht alseinfache Diffusion 
einem Konzentrationsgradienten, sondern ist umgekehrt eine Akkumu- 
lation; die Phosphatkonzentration (bezogen auf Gesamt-Zellvolumen) ist 
am Ende der Belichtungszeit mindestens 250—300mal so hoch wie die 
Konzentration in der Nahrlésung. Ein genauerer Anreicherungsfaktor 
]ABt sich bei der Schwierigkeit der Bestimmung des Zellvolumens nicht 
ohne weiteres angeben. 

Folgt turnusgem4B auf die Belichtung eine 12stiindige Verdunklung, 
so wird das gespeicherte anorganische Orthophosphat nahezu vollstandig 

15 


500\- 


559 


SU-SHOPh WN 45 
& iY 20 Uhr 
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wieder aus der Zelle eliminiert und in die Nahrlésung abgegeben (Abb. 3). 
Die in der vorliegenden Arbeit angegebenen Werte des anorganischen 
Phosphats beziehen sich simtlich auf Analysen des Zellmaterials; es sei 
jedoch erwahnt, da8 in zahlreichen Stichproben auch die entsprechenden 
Anderungen im Phosphatgehalt der Nahrlésung eindeutig nachgewiesen 
werden konnten. Bei den iibrigen Fraktionen ist nach Verdunklung eine 
Abnahme zu verzeichnen mit Ausnahme der Esterphosphate (SL-StOPh), 

die leicht zugenommen haben. 


700 [aaa Die Ursachen fiir solche mafi- 
634 gen Anderungen lassen sich 
600 vorerst schwer sicherstellen. 


Schon hier sei betont, da® alle 
Verschiebungen innerhalb der 
Phosphatverbindungen von 
den starken Schwankungen des 
anorganischen Phosphats mit 
bestimmt sein kénnen, sofern 
dieses intracellular seine Mas- 
SU-S#OPD , senwirkung auf alle anderen 
Fraktionen auszuiiben  ver- 


500 


200 
J5L-7 Ph : Mae baie. 
mag. Diese Moéglichkeit ist 
wo SU-7hb allerdings wohl nicht in vollem 
Mabe gegeben. 
0 poe Wenn in der hier wiedergege- 
20 2 & Uhr benen Versuchsdurchfiithrung am 
Abb. 8. Veriinderungen der P-Fraktionen in der Ende der Dunkelzeit der Ausgan gs- 


Dunkelzeit eines 12stiindigen Licht-Dunkel-Wechsels wert aller Fraktionen nicht genau 


wiederhergestellt wird, so beruht 
dies offensichtlich darauf, daB das Versuchslicht mehr als dreifach so stark war wie 
die Anzuchtbeleuchtung (300 Lux). Eine langere Adaptation an diese Beleuchtung 
war nicht méglich, da bei der Temperatur von 20° C eine Beleuchtung von 1000 Lux 
in der Lichtperiode auf die Dauer zu Schiadigungen fiihrt (NEEB 1952, Prrson u. 
Dorrie 1952). Uber wenige Perioden hinweg fiihrt jedoch ein solcher Licht-Dunkel- 
Wechsel nicht zu nachweisbaren Stérungen. : 


Verfolgt man die Phosphatfraktionen bei der erheblich geringeren 
Beleuchtungsstarke von 300 Lux, bei der die Zellen im Licht noch eine 
deutlich positive C-Bilanz aufweisen (Prrson u. ScH6N 1957), so ist 
wahrend der Lichtzeit keinerlei signifikante Verinderung nachzuweisen. 
Insbesondere bleibt dann die Steigerung im Gehalt an anorganischem 
Orthophosphat vollkommen aus (Abb.4). 

Bei der relativ geringen Nihrsalzkonzentration des Anzucht- und Ver- 
suchsmediums fiir Hydrodictyon ist die Pufferung so gering, da® im Zu- 
sammenhang mit Wachstum und Photosynthese Verdnderungen des 
pu-Wertes wahrend des Licht-Dunkel-Wechsels eintreten. Wahrend der 
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Anzucht wird daher die Nahrlésung haufig erneuert (NEEB 1952). So 
stieg in einem typischen Versuch der pq-Wert bei 1000 Lux wahrend der 
12stiindigen Belichtung von 7,0 auf 9,5 und ging in der folgenden Dunkel- 
zeit auf 8,0 zuriick; die entsprechenden Vergleichsdaten fiir einen Licht- 
Dunkel-Wechsel bei 300 Lux waren: 7,0—7,9—7,3. 

Um zu priifen, ob der duBere py-Wert ausschlieBlich die Phosphatauf- 
nahme reguliert, wurden entsprechende Anderungen im Dunkeln herbei- 
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Busine Bicarbonate) baw. Abb. 4, Verhalten der P-Fraktionen bei 300 Lux 
CO,-Verbrauch und besonders Beleuchtungsstirke in der Lichtzeit eines 
auch die Nitratassimilation 12 stiindigen Licht-Dunkel-Wechsels 

der wachsenden Zellen mit, 

weshalb die py-Werts-Verschiebungen im Dunkeln nicht vollig reversibel 
und auch im 300 Lux-Experiment bei fehlender Phosphatspeicherung 
zu beobachten sind. 

Der Wiederaustritt des Phosphats in der Dunkelzeit kann durch 
Erniedrigung des py-Werts beschleunigt werden. Wurde die Nahrlosung 
nach Belichtung mit 1000 Lux bei Hinsetzen der Verdunklung erneuert, 
der py-Wert also vorzeitig herabgesetzt, so erfolgte die Phosphatabgabe 
schneller als ohne diesen Lésungswechsel; der niedrige Spiegel des 
anorganischen Phosphats war dann schon nach 6 Std erreicht und hielt 
sich auf dieser Hohe bis zum Wiederbeginn der Belichtung. 

Verlingert man die Belichtung auf volle 24 Std, so nimmt in dieser 
Zeit das anorganische Phosphat noch erheblich weiter zu (Abb.5). Die 
gleichzeitige leichte Erniedrigung der iitbrigen Fraktionen geht haupt- 
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sichlich auf Kosten des TES-unléslichen ,,7-Minuten“-Phosphats. Bei 
gehemmter Photosynthese (ScHON 1955) sinkt diese Fraktion somit 


laufend ab. 


Wird umgekehrt die Dunkelzeit verlingert (Abb.6), so vermindert 
sich das anorganische Phosphat nur noch wenig. Bei den tibrigen Frak- 
tionen ist das deutliche Ansteigen der TES-unléslichen labilen Phosphate 


bemerkenswert. 
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Abb. 5. Verainderungen der P-Fraktionen bei Abb.6. Veriinderungen der P-Fraktionen bei 
12stiindiger Verlingerung der Lichtzeit nach verliingerter Dunkelzeit nach normalem 
normalem 12stiindigem Licht-Dunkel-Wechsel 12stiindigem Licht-Dunkel-Wechsel. 


Senkrecht schraffiert: ,,ehemalige*‘ Lichtzeit 


Bei sehr langer Verdunklung (60 Std) geht nach Abb.7 der Gehalt an 
labilen Phosphaten (léslich und unléslich) merklich zurtick, wahrend 
dafiir die léslichen stabilen Phosphate (anorganisches Orthophosphat 
und Esterphosphate) ansteigen, wahrscheinlich als einfache Folge einer 
fortlaufenden Spaltung der labilen Phosphate. 


Die bisher angefiihrten Versuche lassen bei kritischem Vergleich der entsprechen- 
den Absolutwerte eine Schwierigkeit erkennen, die auch von anderen Objekten 
her wohlbekannt ist: die Hohe der einzelnen konventionellen Phosphatfraktionen 
unterliegt selbst bei kontrollierter Anzucht einer betrachtlichen Variation. (KANDLER 
1950, 8. 430, Stmonts 1956, 8. 355, ScuwrncK 1956, S. 204f). Man kann daher diese 
Absolutwerte nur innerhalb einer Versuchsreihe betrachten und muB sich beim Ver- 
gleich verschiedener Versuche auf die Angabe prozentualer Veranderungen der 
Phosphatfraktionen beschrinken; auch diese kénnen nur dann als reell betrachtet 
werden, wenn sie klar auBerhalb der iiblichen Fehlerbreite liegen. Von allen hier 


Uber den Phosphathaushalt von Hydrodictyon I 


219 


beschriebenen Veranderungen liegen diejenigen des anorganischen Phosphats stets 
am weitesten auBerhalb der Fehlerbereiche. Ihnen wird daher in der vorliegenden 
Untersuchung besondere Beachtung geschenkt. 
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Abb. 7. Veriinderungen der P-Fraktionen bei 60stiindiger Dauerverdunklung 
nach normalem 12stiindigem Licht-Dunkel-Wechsel 
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2. Kiirzere Licht-Dunkel-Wechsel 


Da die Photosyntheseperiodizitat von Hydrodictyon sich der Lange der 
Licht- und Dunkelzeiten einer intermittierenden Belichtung weitgehend 
anzupassen vermag (ScHON 1955, Prrson 1957), war es zum Zwecke des 
Vergleichs wichtig, das Verhalten der Phosphatfraktionen bei ent- 
sprechenden Veranderungen des Licht-Dunkel-Wechsels zu untersuchen. 
Wir verkiirzten daher die Licht- und Dunkelzeiten bei der Anzucht auf 
8:8 und 6:6 Std. Nach einer Adaptationszeit von 20 Tagen (zur Um- 
stellung reicht tibrigens auch eine kiirzere Vorbehandlung von 8 Tagen) 
erhielten die Versuchsnetze wie zuvor 1000 Lux, nunmehr aber 8 bzw. 
6 Std lang. 

Die Ergebnisse sind in den Abb.8 u. 9 wiedergegeben. Die 8stiindige 
Lichtzeit fiihrt prozentual (und beim vorliegenden Material auch absolut) 
die gleiche Phosphatanhéufung herbei wie die 12stiindige Belichtungs- 
zeit; die Verkiirzung der Lichteinwirkung veranlaBt somit eine Be- 
schleunigung der Phosphataufnahme. Fiir den Phosphataustritt, der in 
den 8 Std der Dunkelzeit den Spiegel des anorganischen Phosphats nicht 
ganz auf den Ausgangswert absenkt, gilt das auf 8. 216 fiir die Wirkung 
der 12stiindigen Dunkelzeit Gesagte. — Die Belichtung von 6 Std fiihrt 
dagegen nicht mehr zur gleichen Hebung des Phosphatspiegels; die 
6stiindige Dunkelzeit reicht hier nicht aus, um das gespeicherte anorgani- 
sche Orthophosphat wieder zu entfernen. Die Zelle hat sich somit dem 
8: 8-Stunden-Wechsel noch anpassen kénnen ; beim Wechsel 6: 6 erscheint 
dies nicht mehr moglich. 

Von den Veranderungen der iibrigen Phosphatfraktionen sind bei den 
drei in der vorliegenden Arbeit untersuchten Licht-Dunkel-Wechseln 
gleichgerichtet: Die Abnahme der Esterphosphate (SL-StOPh) im Licht, 
die Zunahme der TES-léslichen 7-Minuten-Phosphate im Licht und 
deren Abnahme nach Verdunkelung, die Abnahme der TES-unléslichen 
7-Minuten-Phosphate im Licht, Zunahme der TES-unléslichen stabilen 
organischen Phosphate (Phosphatide, Nucleinsdéuren) im Licht und Ab- 
nahme derselben im Dunkeln. Zur Vermeidung von Mifverstiindnissen 
sei auch an dieser Stelle darauf verwiesen, daB alle P-Fraktionen auf — 
Kjeldahlstickstoff bezogen sind. Sofern also keine Anderungen wieder- 
gegeben werden, besagt dies nur, daB die betreffenden Fraktionen ihr Ver- 
haltnis zu dieser Bezugsgr6Be beibehalten haben. Dies ist insbesondere 
fur die Bewertung des Verhaltens der siiureunléslichen stabilen organi- 
schen Phosphate von Interesse. 


III. Diskussion 
Die in der vorliegenden Untersuchung gewonnenen Versuchsdaten 
zeigen erneut, dafs bei Beurteilung von Analysen- und Stoffwechseldaten 
von Hydrodictyon-Zellen wesentlich andere und offenbar komplexere 
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Bedingungen in Rechnung zu setzen sind als etwa bei Zellen des Chlorella- 
Typs, deren Reaktionsweise nach den bisherigen Erfahrungen erheblich 
iibersichtlicher zu sein scheint. 

Allein die starke und dabei reversible Anhaufung des Ortho- 
phosphates wahrend der Belichtungszeiten bedarf einer eingehenden 
Spezialuntersuchung, bevor sichere Aussagen tiber die hierbei wirksamen 
Mechanismen gemacht werden koénnen. Nach unseren Feststellungen ist 
eine Erhohung des py-Werts (auf etwa 9), welche Photosynthese und 
Wachstum in der relativ verdiinnten Nahrlosung mit sich bringen, ein 
wichtiger Faktor bei der Phosphatspeicherung; aber andererseits ist die 
Belichtung selbst unabdingliche Voraussetzung fiir die starke Phosphat- 
aufnahme. Dabei besteht insofern keine zwangslaufige Bindung an die 
Photosynthese, als bei niedrigen Beleuchtungsstarken (jedoch oberhalb 
des Gaswechselgleichgewichts) noch kein Einfluf& des Lichts auf die 
Phosphataufnahme nachweisbar ist. Erst bei etwa 1000 Lux, d.h. bei 
unserem Objekt schon weit iiber dem Bereich einer linearen Beziehung 
zwischen Beleuchtungsstarke und Photosynthese (PrRSON u. SCHON 1957) 
macht sich der fiir die Phosphataufnahme mafgebliche Lichtfaktor be- 
merkbar. Es entsteht daher der Eindruck, da8 sich die Phosphatspeiche- 
rung der Lichtenergie bedient, welche hinsichtlich der photosynthetischen 
Sauerstoffproduktion iiberschiissig ist. Ob die Durchbrechung der 
osmotischen Barriere durch das Phosphat etwa auf dem Wege iiber 
eine Lichtphosphorylierung (vgl. ARNoN 1956) energetisch ermoglicht 
wird, mu vorerst dahingestellt bleiben. DaB Produkte der Photosyn- 
these (in erster Linie Kohlenhydrate) als Phosphatacceptoren in den 
Mechanismus der Phosphataufnahme eingeschaltet sind (HELDER 1952, 
vgl. auch KANDLER 1954), wird fiir unser Objekt durch die Analyse nicht 
gestiitzt; die als Reaktionsprodukte in Betracht kommenden Phosphat- 
ester werden im Licht eher vermindert als vermehrt. Wir lassen jedoch 
die Méglichkeit, daB das angehaufte Orthophosphat in einem licht- 
aktivierten Umsatz voriibergehend organische Bindungen durchlaufen 
hat, fiir weitere Untersuchungen offen. Auch kann noch nicht ausge- 
schlossen werden, da die als Orthophosphat bestimmte Fraktion in vivo 
durch eine besonders lockere Anlagerung an gecignete Acceptoren 
dem osmotischen System mehr oder weniger vollstandig entzogen ist; die 
Phosphatanreicherung ware in diesem Fall ,,metaosmotisch* (vel. 
Bogen 1956) bedingt und damit nicht auf eine unmittelbare Energie- 
zufuhr angewiesen. Diese Méglichkeit erscheint uns jedoch im Hinblick 
auf den glatten Wiederaustritt nach Verdunklung oder nach sprung- 
hafter Erniedrigung des duBeren py-Werts von etwa 9 auf 7 nicht ohne 
weiteres einleuchtend. 

Die Reversibilitait der Phosphatspeicherung wirft ihrerseits manche 
Fragen auf. Eine vielleicht entsprechende Wiederausscheidung des im 
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Licht aufgenommenen Phosphats haben WASSINK u. Mitarb. (1949) fiir 
Purpurbakterien beschrieben. Zu den sehr kurzfristigen Anderungen des 
Phosphatspiegels, die erstmalig KanpLEeR (1950) bei Belichtung bzw. 
Verdunklung an Chlorella beobachtet hat, diirften unsere Befunde wohl 
in keiner unmittelbaren Beziehung stehen. Eher wird man an die von 
O. Scumrpt (1936/37) sowie von Lurrkus u. BOrricHER (1939) nach- 
gewiesene und in einem Kinzelversuch auch von HELDER (1952) be- 
schriebene Aufnahme und Wiederausscheidung von Phosphat durch die 
Wurzeln belichteter und hernach verdunkelter héherer Pflanzen erinnert, 
zumal in diesen Fallen der primare Mechanismus der Lichtwirkung aller 
Wahrscheinlichkeit nach in den Blattzellen lokalisiert ist. Ob dabei eine 
pu-Verainderung am Reaktionsort mitbestimmend war, laBt sich den 
Angaben dieser Autoren freilich nicht entnehmen. Fiir die Exosmose des 
Phosphats aus Hydrodictyon hat der aiuBere py-Wert jedenfalls wesent- 
liche Bedeutung; sie kann durch dessen Erniedrigung beschleunigt, durch 
Aufrechterhaltung eines hoheren py-Wertes aber hintangehalten werden. 

Wichtig erscheint uns weiterhin die Frage, ob die im Licht wahrschein- 
lich unter Mitwirkung des Photosyntheseapparats herbeigefiihrte Phos- 
phatanreicherung vice versa einen regulierenden Einflu8 auf die Photo- 
synthese austibt. Bei der vielfach erwiesenen Beteiligung des Phosphat- 
umsatzes an den Teilvorgangen der Photosynthese ist es kaum vorstellbar, 
dafs so extreme Anderungen im Phosphatspiegel, wie sie in der belichte- 
ten Hydrodictyon-Zelle vorkommen, ohne Bedeutung fiir den Ablauf der 
Photosynthese sein sollten; dies gilt jedenfalls unter der Voraussetzung, 
daf das angehdufte Phosphat zu den Reaktionsorten der Photosynthese 
Zutritt hat und nicht etwa in der Vakuole hermetisch abgeschlossen wird. 
Jedenfalls ist es diskutabel, daB die Umsatzgeschwindigkeit der organi- 
schen Phosphate in der Photosynthese sowohl durch eine niedrige wie 
durch eine sehr hohe Phosphatkonzentration herabgemindert wird; bei 
einem bestimmten mittleren Phosphatniveau kénnten Phosphorylierun- 
gen und Dephosphorylierungen auf ein fiir den Umsatz optimales Gleich- 
gewicht einreguliert sein. Vergleicht man die von NEB (1952) und Scudn © 
(1955) vermessenen Optimumkurven der Photosynthese mit dem Ver- 
lauf der Phosphataufnahme, so laBt sich in erster Anndherung eine solche 
Beziehung zwischen Phosphatspiegel und photosynthetischer Leistung 
stiitzen. Auch fiir die adaptive Vorverlegung des Maximums der Photo- 
synthese der Lichtzeiten gibt es eine gewisse Parallele in der beschleunig- 
ten Phosphataufnahme. Weitere Untersuchungen miissen zeigen, ob 
man die Notwendigkeit der Dunkelpausen fiir die normale Entwicklung 
von Hydrodictyon bzw. die schaidliche Wirkung von Stark- und Dauer- 
licht mit einer photosynthesebegrenzenden Phosphatiiberdosierung in 
Zusammenhang bringen kann. Es kénnten hier noch andere Prinzipien 
regulierend eingreifen, z. B. eine Verschiebung der intracellularen 
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H+-Konzentration und die damit verbundene Anderung des Verhaltnisses 

von CO,, HCO,- und CO,-~ oder die von Scuén (1955) in Betracht ge- 
zogenen Licht- und Dunkelhemmstoffe. Zur Behandlung des gesamten 
Fragenkomplexes geniigt es auBerdem nicht, lediglich die Phosphationen 
zu betrachten; das noch unbekannte Verhalten anderer Anionen und 
Kationen bei intermittierender Anzuchts- und Versuchsbeleuchtung muBb 
mitberiicksichtigt werden. Erst dann ist insbesondere eine Entscheidung 
méglich, wieweit ein lichtinduzierter Ionenaustausch beim Zustande- 
kommen der hier beschriebenen Phinomene mitspielt. 

Von den iibrigen Phosphatfraktionen sei hier nur auf die in den TES- 
léslichen und TES-unléslichen Fraktionen verteilten labilen kondensier- 
ten anorganischen Phosphate eingegangen. Ihnen wird in letzter Zeit in zu- 
nehmendem MaBe eine Rolle im Energiehaushalt der Zelle zugeschrieben. 
Fiir die Speicherung anfallender Energie bei Dissimilation oder Photo- 
synthese in Polyphosphaten und deren nachtragliche Wiederverwertung 
(vgl. Srich 1953) sind neuerdings auf enzymologischer Basis wichtige 
Stiitzen beigebracht worden (KoRNBERG 1957). Hydrodictyon gehort nach 
unseren Beobachtungen zu den Mikroorganismen, die reichlich Poly- 
phosphat enthalten. Es erscheint uns daher im vorliegenden Zusammen- 
hang von Interesse zu sein, da unsere Analysendaten keine unmittelbaren 
Anhaltspunkte dafiir geben, daf bei periodisch herabgesetzter Photosyn- 
these die nicht unmittelbar verwertete Lichtenergie in labilen Phosphat- 
bindungen abgefangen wird, obwohl zu deren Aufbau Orthophosphat 
reichlich zur Verfiigung stiinde. Wenn somit bei der intermittierenden 
Belichtung fiir unser Objekt eine periodische Einschaltung des Poly- 
phosphatumsatzes nicht in Betracht zu kommen scheint, so besteht doch 
die Méglichkeit, da bei periodisch gehemmter photosynthetischer O,- 
Produktion eine Lichtphosphorylierung mit spontanem Energieumsatz 
in den Gesamtstoffwechsel eingreift und fiir die Lichtenergie Verwertungs- 
moglichkeiten offenhalt. 


Zusammentassung 


1. Die methodischen Grundlagen fiir die Fraktionierung und Bestim- 
mung der wichtigsten Phosphatfraktionen in Hydrodictyon werden dar- 
gelegt. 

2. Die im 12stiindigen Wechsel von Licht (1000 Lux) und Dunkelheit 
eintretenden Verainderungen der Phosphatfraktionen werden beschrieben. 

3. Der auffalligste Effekt ist die Anreicherung des anorganischen Ortho- 
phosphats auf ein Vielfaches der Anfangskonzentration wahrend der 
Belichtung. Diese steht im Zusammenhang mit der Erhéhung des éuBeren 
pu-Werts, ist aber primar an die Belichtung gebunden. Eine niedrige Be- 
leuchtungsstarke (300 Lux) fiihrt trotz positiver C-Bilanz keine Phosphat- 
anreicherung herbei. 
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4. Im Licht gespeichertes Phosphat tritt unter den vorliegenden Ver- 
suchsbedingungen wahrend der Dunkelzeiten nahezu vollstandig wieder 
aus den Zellen aus. 


5. Von den iibrigen (N-bezogenen) Phosphatfraktionen nehmen u. a. 
die TES-léslichen labilen Phosphate im Licht zu, die Esterphosphate und 
die TES-unléslichen labilen Phosphate ab. 


6. Die Analysendaten fiir die intermittierend belichteten Algen er- 
geben keinen Anhaltspunkt dafiir, da TES-unldésliche kondensierte 
Phosphate, welche in Hydrodictyon besonders reichlich auftreten, photo- 
synthetisch nicht verwertbare Lichtenergie durch Speicherung der Zelle 
erhalten. 


7. Einige Fragen, die sich beim Vergleich der Analysendaten mit den 
frither beobachteten periodischen Leistungsinderungen der Photosyn- 
these von Hydrodictyon ergeben, werden erértert. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sei fiir apparative und personelle Unter- 
stiitzung gedankt. 
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Candida vanriji nova species 
A new Yeast from Swedish Soils 


By 
AUGUSTO CAPRIOTTI 


With 2 Figures in the text 
(Eingegangen am 22. Mdrz 1958) 


By microbiological analysis of 16 soil samples from Sweden (CAPRIOTTE 
1957a) made in August 1955 and of 18 soil samples from the same 
country (CapRIoTTI 1957b) made in December 1956, I was able to isolate 
13 different species of yeast: eight of them were identified as species 
already described, whereas the five others, because of some characters, 
were regarded as new species or new varieties (CAPRIOTTI 1958 a, 1958b). 

This paper presents a detailed description of a species belonging to 
the genus Candida which was provisionally denominated as Candida 
nov. spec. for which I propose the name Candida vanriji in honour of 
Mrs. N. W. Krecer-Van Riv of the C. B. 8. of Delft. 


Origin of strains. The following 26 strains all isolated from Swedish soils were 
studied: In August 1955: 1 strain from freshly tilled, argillaceous soil, from Ultuna; 
1 strain from argillaceous soil (planted) with wheat from Ultuna; 4 strains from 
humus soil (planted) with clover from Ostersund (Jiimtland). — In December 
1956: 7 strains from cultivated sandy humus soil from Bottenangen; 1 strain from 
argillaceous soil (planted) with Brassica napus var. rapifera from Krusemberg; 
12 strains from argillous soil (planted) with Brassica napus var. oleifera from Biér- 
klinge. 

Technical Procedure: For the determination of the yeast characters we ap- 
plied the technical procedure proposed by SreLuinaG-DEKKER (1931) and LoppER 
and KreGErR-Van Riv (1952) except for the methods concerning the study of 
sugar assimilation. For these tests seemed more suitable the culture on cooked and 
washed agar already described in another paper (CapRriortr 1955). 


Description 

Growth in malt extract: After 3 days at 25°C., cells are roundish to oval, 
(4—8,75) x (4-10) microns, single, in pairs or even in little groups of 5—6 elements; 
also elongate and narrow cells are present (see Fig. 1). Scarce sediment, slightly 
turbid liquid with weak fermentation. After one month at 17°C., sediment, (clear) 
liquid and a well formed ring. 

Growth in grape must: After 3 days at 25°C., cells are oval, elliptical and 
even elongate, (4—8) x (4—10) microns, single or in pairs, even in groups of nume- 


rous elements, budding. Long and narrow branched cells of (4—7) x (15—35) mi- 
crons are present. 
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After one month at 17°C., sediment, (clear) liquid and well formed ring. 
Growth on malt agar: After 3 days at 25°C., cells are oval and elliptical, 
(3,5—8,5)  (3,6—10) microns, single or in pairs, budding; also elongate and narrow 
cells of about (5—7) x (18—35) microns, single or in pairs, or in group of 3—4 ele- 
ments, budding, are present. After one month at 17°C., the streak culture is white- 
yellowish, waxen, flat, glistening, smooth, margin smooth, rather abundant. After 
a certain time the streak-culture may become rough, especially in the low part of 

the test tube. The margin becomes branched. 

Growth on potato agar: After 3days at25°C., cells are of the same shapeand 
size of those observed in malt agar. After one month at 17°C., the streak culture 
shows the same characters, but the 
“J © colour becomes cream-like. After a 


Me @) * ~ Q wt certain time the margin may become 
“ QO : branched. 
~~ P Growth on carrot agar: After 


3 days at 25°C., there is no growth. 


%°9 aly 
Abb. 1. Candida vanriji nov. spec. Abb. 2. Candida vanriji nov. spec. 
(after 3 days in malt extract) (giant colonies on must gelatine after 4 weeks) 


Growth on bean agar: After 3 days at 25°C., cells are globose and even ellip- 
tical, single or in 3—4 stalagmoidal elements of regular shape. Moreover there are 
irregular cells probably because the substrate is not suitable. The irregular cells are 
tubular, with variable width, more or less elongated with or without primitive 
branchings. The regular round and globose cells measure (3,5—10) microns; the 
length of the irregular and elongate ones is even (25—30) microns. After one month 
at 17°C., the streak culture is very scarce with slight development only in few 
places, white-dirty, creamy, slightly glistening. 

Growth on potato: After 3 days at 25°C., most cells are (prevailingly) globose 
and elliptical, (3,5—7) x (3,5—9) microns, single or in pairs, budding. After one 
month at 17°C., the streak culture is white-yellow-greyish, slightly glistening, wa- 
xen, rather abundant. 

Growth on beef-extract agar: After 3 days at 25°C., there is no growth. 

Slide culture: On malt agar and potato agar, in the slide culture there is no 
pseudomycelium. Pseudomycelium is present in the upper part of the test tube of 
the old cultures on malt agar. It is also present in the internal part of the 3 days old 
streak culture on malt agar. 

Growth on must gelatine: In the infixed culture there is superficial growth 
of large white-dirty-yellowish colonies with very scarce development along the in- 
fixed canal; slight superficial liquefaction and no brokenness (Fig. 2). 

Growth in milk: After 35 days at 28°C., there are no changes in the liquid. 

Sporulation: Absent. 

Fermentation: Glucose +; galactose + (very weak) ; maltose --(very weak)or —; 
saccharose + (very weak); lactose —; raffinose —; inulin —; dextrin —. 
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Sugar assimilation: Glucose +; galactose +; maltose +; saccharose +; 


lactose —. 

Assimilation of N substances: Potassium nitrate—;ammonium sulphate + ; 
asparagine -+. 

Growth with ethanolas sole source of carbon: Very scarce or nearly com- 
pletely absent. 

Splitting of arbutine: Positive. 

Fermentative power: In normal grape must (pH = 3,5) alcohol volume 2,55 
to 4,9%. 


Discussion 


Since this microorganism is not able to sporulate, to form a pseudo- 
mycelium and does not assimilate potassium nitrate, it has to be classi- 
fied, according to STELLING-DEKKER (1931), DippENs and LOUDER (1942), 
Lopper (1934) and LoppErR and Krecer-Van Ri (1952) systematically, 
as a new species of the genus Candida. 

The species belonging to this genus, able to ferment glucose, galactose 
(weakly), maltose (weakly) and saccharose (weakly), described until 
now, are the following: Candida parapsilosis (Ashf.) Langeron et Talice, 
Candida guilliermondii (Cast.) Langeron et Guerra, Candida melibiosi 
Lodder et Kreger-van Rij, Candida macedoniensis (Cast. et Chalmers) 
Berkhout. In Table 1 their more important characters together with 
those of Candida vanrijt nova species, are indicated. 

It is therefore evident that Candida vanriji nov. spec. differs: From 
Candida parapsilosis-(Ashf.) Langeron and Talice because it has 
much bigger cells and scarce pseudomycelium formation and _ splits 
arbutine. — From Candida  quilliermondii-(Cast.) Langeron and 
Guerra because it has much bigger cells, does not ferment raffinose, 
ferments very weakly saccharose, does not or only very weakly develop 
in ethanol as sole source of carbon, and has much scarcer pseudo- 
mycelium. — From Candida melibiosi-Lodder and Kreger-Van Rij 
because it has bigger cells, does not ferment raffinose, scarcely ferments 
saccharose, does not or only very weakly ferment in ethanol as sole 
source of carbon, has much scarcer pseudomycelium. — From Candida — 
macedoniensis-(Cast. and Chalmers) Berkhout because it has much . 
bigger cells, does not ferment raffinose, ferments very weakly saccharose, 
assimilates maltose and does not assimilate lactose, has very scarce 
pseudomycelium. 

In 1957, i. e. two years after the isolation of the strains in question, 
VAN DER VALT and TsCHAUSCHNER described Candida natalensis iso- 
lated from South African soils. From the description given by the two 
authors mentioned above we may conclude that Candida vanriji nov. 
spec. differs from Candida natalensis-Van der Valt and Tschauschner 
because it has bigger cells, ferments very weakly galactose, does not 
form abundant pseudomycelium, does not form pellicle in liquid media, 
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does not or very weakly develops in ethanol as sole source of carbon and 

splits arbutine. : 


Two strains of Candida vanriji nov.spec. were sent to the C.B.S. of Delft and 11 : 
were put in the yeasts collection of the Institute of Agricultural and Technical 
Microbiology of the University of Perugia (Italy) and are at the disposal of all who 
may request them. : 


Latina Diagnosis : 


Candida vanriji nova species 


Maltato in medio cellulae ad ovales (4—8,7 x (4—10) micron, singulae binae, 
interdum quinae vel senae inveniuntur. Observantur etiam cellulae angustae et pro- 
ductae. Ruente mense (17°C fit) sedimen, medium nitidum et corona in superficie. — 
Maltato in agaro trium dierum, (25°C) cellulae ovatae, ellipticae (3,5—8,5) x 
(3,6—10) micron, singulae, binae, gemmantes. Inveniuntur etiam cellulae angustae 
et productae (5—7) x (18—35) micron, singulae, geminantes ter quaterve.— Elapso — 
mense fit pellicula alba flavida, cerea, aequa, lucida, laevigata, marginibus puris, — 
sat copiosa. Fluente tempore haec pellicula fit interdum scabra, pluribus parvis — 
rugis, praesertim ima in fistula, marginibus ramos producentibus. — Maltato atque 
solanaceo agaro et in vitro nulli ramuli pseudomyceliares. — Pseudomycelium vero” 
perspicitur summa in fistula senescentis colturae in agaro maltato. — In concreto— 
jure musteo nulla rimula, parum liquoris fluentis in superficie. Nulla sporificatio 
observatur. — Glucosum fermentatur, galactosum et saccharum tenuiter. Assimi- 
lantur glucosum, galactosum, maltosum et saccharum.— Sal nitras kalicus non~ 
assimilatur. Non multum aut nihil omnio in alcohole aethilico ut unum carbonii pa- 
bulum augescit. — Arbutinam findit. — Alcohol aethylicum gignit magnitudine 
2,5—4,99%%. — E rebus silatis sejuncta fuit. 


Summary 


A new species of Candida is described: it was isolated from soils of 
Sweden. This species is named Candida vanriji nova species in honour 
of Mrs. N. W. Krecer-Vawn Ris of the C. B. 8. of Delft. 

. 
References : 

Capriorri, A.: Intorno al saggio di assimilazione degli zuccheri da parte dei 
lieviti. Biochi. applicata 2, 1, 31 (1955). — The Yeasts in some Swedish soils. In 
Print (1957a). — Die Hefen in einigen Schwedischen Béden. In print (1957b). _¥ 
Torulaspora nilssoni nov. spec. Arch, Mikrobiol. 28, 247—254 (1958a). — Debaryo- 
myces castellii nov. spec. Arch. Mikrobiol. 28, 344—348 (1958b). — DippEns, — 
H. A., u. J. Lopper: Die Anaskosporogenen Hefen. Amsterdam: N. V. Noord- — 
Hollandsche Uitgevers Maatschappij 1942. — Loppgr, J.: Anaskorporogenen 
Hefen. Amsterdam: N. V. Noord-Hollandsche Uitgevers Maatschappij 1934. — 
Loppgr, J., and N. J. W. Krecer-Van Ris: The Yeasts. Amsterdam: North- 
Holland Publishing Company 1952. — Srutiine-DuKKer, N. M.: Die Sporogenen 


Hefen. Verh. Koninkl. Akad. Wetenschap. Aft. Natuurkunde, sec. II, 28, 1. Amster-_ 
dam 1931. ‘ 


Archiv fiir Mikrobiologie, 30, Band, 2. Heft 3 


Aufnahmebedingungen 


Die Arbeit muB dem Gebiet der Zeitschrift angehéren und wissenschaftlich Neues 
bringen. Arbeiten, die ausschlieBlich praktischen Zwecken dienen, scheiden aus. 


Bei Arbeiten aus Instituten, Kliniken usw. ist eine Erklirung des Direktors oder 
eines Abteilungsleiters beizufiigen, daB er mit der Publikation der Arbeit aus dem 
Institut bzw. der Abteilung einverstanden ist und den Verfasser auf die Auf- 
nahmebedingungen aufmerksam gemacht hat. 

Das Manuskript muB leicht leserlich geschrieben und vollig druckfertig sein; andern- 
falls sind Verzégerungen im Erscheinen unvermeidlich. Korrekturen im Satz miissen 
auf das sachlich Notwendige beschrankt werden. 

Die Darstellung soll méglichst kurz sein. Ergebnisse dirfen nicht gleichzeitig in 
Tabellen- und Kurvenform dargestellt werden. 

Die Abbildungen sind auf das Notwendigste zu beschranken, insbesondere die 
Reproduktion von Photos. Vorlagen fiir Diagramme sind in etwa doppelter Repro- 
duktionsgréBe erwiinscht. 

Bei einleitenden Literaturbesprechungen soll méglichst auf zusammenfassende 
Darstellungen verwiesen und nur das zum unmittelbaren Verstandnis Notwendige 
___ gebracht werden. 


Selbstandige kritische Sammelreferate iiber einzelne Gebiete sind erwiinscht. 


Der Arbeit ist eine Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse im Umfang von 
im allgemeinen héchstens 1 Seite anzufiigen. 


Die Wiedergabe von Gebrauchsnamen, Handelsnamen, Warenbezeichnungen usw. in 
dieser Zeitschrift berechtigt auch ohne besondere Kennzeichnung nicht zu der An- 
nahme, da solche Namen im Sinn der Warenzeichen- und Markenschutz-Gesetz- 
gebung als frei zu betrachten waren und daher von jedermann benutzt werden 


diirften. 


Zeitschrift fiir Zellforschung und mikroskopische Anatomie 
_ Herausgegeben von W. Bargmann, Kiel, und J. Seiler, Ziirich 


Abteilung: Histochemie 


 Herausgegeben von M. Chévremont, Liége; H. W. Deane, New York; P. B. Diezel, 
_ Heidelberg; F. Duspiva, Freiburg/Br.; O. Eranké, Helsinki; P. Gedigk, Bonn; 
WW. Gossner, Tibingen; W. Graumann, Gottingen; A. G. E. Pearse, London; 
__H. Reznik, Heidelberg; W. Sandritter, Frankfurt/M.; T. H. Schiebler, Kiel; 
_N. Schiimmelfeder, Bonn; G. Siebert, Mainz; M. Wolman, Jerusalem. 


Die Zeitschrift erscheint zwanglos in einzeln berechneten Heften. 


,,Histochemie“ ist unabhangig von , Zeitschrift fiir Zellforschung und mikroskopische 


e Anatomie“ kauflich. 
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1. Band, 1. Heft: Mit 58 Textabbildungen, davon 12 farbigen. 96 Seiten Gr.-8°. 
me 1958. DM 36,— 
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Protoplasmatologia 


Handbuch der Protoplasmaforschung 


Unter Mitwirkung hervorragender internationaler Fachleute herauspogebort von 
L.V.Heilbrunn, Philadelphia, und F. Weber, Graz. 
In 14 Banden. 


Zuletzt erschienen: 


Band I: Cytoplasma. ©. Physik, Physikalische Chemie, Kolloidchemie 1. The Viscosity 
of Protoplasm. ; ; 
The Viscosity of Protoplasm 


By L. V. Heilbrunn, Philadelphia. With 23 figures. IV, 109 Seiten Gr.-8°. 195 
DM 36,—; *Subskriptionspreis DM 27, 


ay 


Band II: Cytoplasma. C. Physik, Physikalische Chemie, Kolloidchemie. 7. Osmotisch 
Zustandsgrofen. a, b, ¢, d. 

Osmotischer Wert, Saugkraft, Turgor 

Von G. Blum, Freiburg/Schweiz. Mit 12 Textabbildungen. IV, 102 Seiten. © 


Plasmoptyse 
Von Ernst Kiister}, GieBen. Mit 10 Textabbildungen. 40 Seiten. 


Plasmorrhyse 
Von Hans H. Pfeiffer, Bremen. Mit 8 Textabbildungen. 16 Seiten. 


Plasmoschisen 


Von Hans H. Pfeiffer, Bremen. Mit 1 Textabbildung. 7 Seiten Gr.-8°. 1958. 
DM 50,—; * Subskriptionspreis DM 40, 


Band VIII: Physiologie des Protoplasmas. 9a. Polaritiit und iniiquale Teilung des pflanz-— 
lichen Protoplasten. 


Polaritat und indquale Teilung 


des pflanzlichen Protoplasten 


Von E, Biinnig, Tiibingen. Mit 72 Textabbildungen. IV, 86 Seiten Gr. -8°. 1958 
DM 33,—; * Subskriptionspreis DM 27,— 


* Bei Verpflichtung zur Abnahme des gesamten Handbuches und fiir Abonnenten Joa 
Zeitschrift ,,Protoplasma‘‘. 
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